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Beschreibung 

Der Cegenstand der Erfindung umfaBt Nukleinsauren und Protein des humanen Ryanodinrezeptors vom Typ 3 
(hRyR3), chimare Ryanodinrezeptoren mit Anteilen des menschlichen Rezeptors sowie Verfahren zur Herstellung dieser 
5 Proteine. Ein weiterer Cegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft den Nachweis von Ryanodinrezeptoren in 
menschlichen Geweben zur Diagnose pathologischer ZustSnde und Verfahren zur Identifizierung von Aktivatoren oder 
Inhibitoren des hRyR3. 

Zyloplasmatisches Kalzium spielt eine wichtige RoUe in der Zellaktivierung, Neurotransmitterfreisetzung, Muskel- 
kontraktion und anderen biologischen Prozessen. Es wird durch den EinfluB extrazellularen Kalziums durch spannungs- 
10 aktivierte und andere lonenkanale und iiber die Kalziumfreisetzung intrazellularer Aforiate erhoht. Zur Zeit sind zwei in- 
trazcUularc Kalziumfrcisctzungskanalc bckannt, die Inositol 1 ,4,5-trisphosphatrczcptorcn (IP3R) und die Ryanodinre- 
zeptoren (RyR). Bei der Kalziumfreisetzung durch IP3R wird von einem ubiquitSren Mechanismus ausgegangen, der ftir 
viele Zellen beschrieben wurde. Dagegen werden drei Typen von RyR-mRNA, RyRl , RyR2 und RyR3 gewebespezifisch 
exprimiert; RyRl hauptsachlich in Skelettmuskel, RyR2 in Herzmuskel und Gehim und RyR3 in Gehim und glatter Mus- 
is kulatur. Im Gehim wird der RyR3 nur in sehr begrenzten Bereichen stark exprimiert, wie z. B. Hippocampus, Nucleus 
caudatus, Corpus callosum und Thalamus. Der RyR3 wird auch in nicht-erregbaren Zellen wie menschlichen T-Lympho- 
zyten exprimiert. Eine RoUe des RyR3 in der Zellproliferation wird postuUert (Hakamata, Y. et al. FEES Lett, 352 
(1 994), 206-21 0), Fur RyRl und RyR2 wurde gezeigt, daS bei der Erregungs-Kontraktions-Kopplung von Skelett- und 
Herzmuskel spannungsaktivierte Kalziumkanale direkt den RyRl in Skelettmuskel und wahrscheinlich auch in Neuro- 
20 nen aktivieren, wahrend das Kalzium der spannungsaklivierlen Kanale ein Ausloser zur Offiiung von RyR2 in Herznius- 
kel ist (kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung). 

Die Funktion des RyR3 ist Ciegenstand einer Reihe von Spekulationen. Obwohl Kalzium ein wichtiger physiologi- 
scher Ligand von RyR3 zu sein scheint, spricht einiges dafiir, daB die kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung sich von 
derjenigen anderer RyR unterscheidet. Es wird angenommen, daB ein endogener RyR3 fur die wesentlich geringere Kal- 
25 ziuniempfindlichkeit der restlichen Kalziumfreisetzungsaktivitat von RyRl-defizienten Mausmuskelzellen verantwort- 
lich ist. RyR3 ist nachweislich in einigen Fallen gegenuber Koffein unempfindlich, der hauptsachlich zur RyR- Aktivie- 
rung verwendeten Substanz. Da RyR3 in nicht-erregbaren Zellen exprimiert wird, die praktisch iiber keine spannungsak- 
tivierten Kalziumkanale verfiigen, scheint es moglich, dafi RyR3 durch andere Mechanismen reguliert wird als die ubri- 
gen RyR. RyR3-defiziente Mausmutanten weisen eine erhohte lokomotorische Aktivitat auf. 
30 Die cDNA-Sequenzen von RyRl, RyR2 und fiir den Kaninchen-RyR3 (Hakamata et al. (1992) FEES Lett 312, 
229-235) (rRyR3) sind bereits bekannt, wahrend die Nukleinsauresequenz des RyR3 im Menschen (hRyR3) noch nicht 
untersucht wurde. 

TYotz vielfaltiger Teilinformationen uber den RyR3 sind seine molekularphysiologischen Eigenschaften, seine Bedeu- 
tung in pathologischen Zustanden sowie Verfahren zur Beurteilung moglicher Inhibitoren und Aktivatoren seiner Akti- 
35 vitat weitgehend oder sogar vollig unbekannt. Auch geht die Ubertragung zur Zeit voriiandener Informationen aus Un- 
tcrsuchungen mit isolierten RyR3 nichthumanen Ursprungs auf den Menschen mit einer nicht unerheblichen Unsicher- 
heit einher. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Bereitstellung der Nukleinsauresequenz des humanen Ryanodinrezeptors 
vom Typ 3, seine Aminosauresequenz sowie die Feststellung strukturell«: und physiologischer Besonderheiten, die den 
40 hRyRS von alien anderen RyR unterscheiden. 

Die Aufgabe konnte mit der vorliegenden Erfindung im Rahmen der Beschreibung und der Patentanspriiche gelost 
werden, indem Polypeptide zur Verfugung gestellt werden, die dadurch gekennzeichnet sind, dafi sie mindestens 96% 
Aminosauresequenzidentitat mit dem humanen Ryanodin-Rezeptor vom Typ 3 (hRyR3) mit der Aminosauresequenz ge- 
mafi Fig. 7 aufwcist. 

45 In einer speziellen Ausflihrungsform umfasst die vorliegende Erfindung den humanen Ryanodinrezeptor vom Typ 3 
(hRyR3) mit der Aminosauresequenz gemafi Fig, 7. 

Die bercitgestellten Polypeptide und fiinktionellen Derivate des hRyR3 ermoglichen es nun erstmals, den humanen 
RyR3 mit RyR-iypen anderer Spezies zu vergleichen und Unterschiede aufzuzeigen. 

Die bereitgestellten erfindungsgemaBen Polypeptide umfassen den humanen RyR3 sowie seine "fiinktionellen Deri- 
50 vate", die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie aus einem erfindungsgemaBen Polypeptid als Fragment, Variante oder 
chemisches Deri vat abgeleitet sind unter Erhalt der wesentlichen biologischen Aktivitat des nativen humanen Ryanodin- 
rezeptors vom Typ 3 (hRyR3) mit der Aminosauresequenz gemaB Fig. 7. 

Unter dem der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden Begriff "funktionelles Derivat" ist im Rahmen der Erfin- 
dung eine Komponente mit der biologischen Aktivitat, die im wesentlichen ahnUch der biologischen Aktivitat des nati- 
55 ven hRyR3 ist, gemeint. Die biologische Fahigkeit bezieht sich sowohl auf das Bindungsvermogen von Inhibitoren und 
Aktivatoren wie Koffein als auch von weitoren physiologischen Liganden des nativen Rezeptors sowie die Freisetzung 
von inlrdzellularem Kalzium. Ein "funktionelles Derivat" umfasst aber auch Tfeile der hRyR, dessen biologische Eigen- 
schaften durch Fragmente anderer Proteine wie z. B. anderer RyR verandert wurden. In einer besonderen Ausfiihrungs- 
form sei hier auf das Beispiel eines chimaren Rezeptors aus hRyR3 und rRyR2 verwiesen. Der Ausdruck "funktionelle 
60 Derivate" soli "Fragmente", Varianten" und "chemische Derivate" umfassen. 

Der Ausdruck "Fragment" bezieht sich auf jedes Polypeptid, das gemessen am nativen Rezeptor, eine verkleinerte 
Form darstellt und mindestens eine Bindungsstelle fiir einen Liganden des hRyR aufweist. 

Eine "Variante" umfasst Molekule, die im wesentlichen in Funktion und Struktur vom nativen hRyR3 abgeleitet sind, 
wie z. B. allele Formen, Demnach beinhaltet der Ausdruck "Variante" z. B. die Molekule, die eine ahnliche Aktivitat, 
65 aber z. B. eine veranderte Aminosauresequenz haben. 

Ein chemisches Derivat schlieBt zusatzliche chemische Gruppen ein, die normalerweise nicht Tfeil des Molekuls sind. 
Diese Gruppen konnen z. B. die biologische Aktivitat des Molekuls verstarken oder abschwachen. 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft chimare Polypeptide, die dadurch gekennzeichnet sind, daB sie neben 
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mindestens einem Fragment des humanen Ryanodinrezeptors vom Typ 3 (hRyR3) mindestens ein weiteres Fragment ei- 
nes anderen Polypepdds enthalten. 

In einer besonderen AusfQhningsform betrifft die vorliegende Brfindung chimare Folypepdde, die dadurch gekenn- 
zeichnet sind, dafi sie neben einem Fragment des hRyR3 mindestens ein weiteres Fragment aus der Familie der nicht hu- 
manen Ryanodinrezeptoren enthalten. 5 

In einer speziellen Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung chimare Polypeptide, die dadurch gekenn- 
zeichnet sind, daB sie neben einem Fragment des hRyR3 mindestens ein Fragment des Kaninchen-Ryanodin-Rezeptors 
Typ 2 (rRyR2) enthalten. 

In einer weiteren besonderen Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein chimares Polypeptid, daB da- 
durch gekennzeichnet ist, daB es im Bereich der Aminosaure 1300 des hRyR3 ein Fragment des rRyR2 enthalt, welches to 
hohc Kalzium- bzw, Koffcincmpfindlichkcit vcrlciht. 

Aufgrund der im Vergldch zu den anderen RyR-iypen geringeren Kalziumfreisetzungsaktivitai des RyR3 ist die Mes- 
sung der Kalziumfreisetzung durch bekannte Aktivatoren wie z. B. Koffein ungenau oder sogar nicht moglich. Dies hat 
groBe Bedeutung fiir die Identifizierung mogUcher Inhibitoren oder Aktivatoren der biologischen Wirkung des RyR3. Es 
wurde nun uberraschenderweise gefunden, daB ein chimares Polypeptid, das uber eine erhohte Kalzium- bzw. Koffein- 15 
empfindlichkeit verfUgt, aus einem Fragment des RyR vom Typ 3 und einem anderen Protein heigestellt werden kann. In 
einer besonderen Ausfiihrungsform wird ein chimares Polypeptid aus einem Anteil hRyR3 und einem nichthumanen An- 
teil, wie z. B. einem Fragment des Kaninchen-rRyR2, vorgestellt, Uberraschenderweise wurde gefunden, daB das Hrset- 
zen des hRyR3 im Bereich der Aminosaure 1300 durch einen Teil des rRyR2 eine erhohte Koffein- bzw, Kalziumemp- 
findlichkeit veniiitlelt. Diese erhohte Kalzium- bzw. Kofreinenipfindlichkeii eniioglicht nun dem Fachniann in hochsen- 20 
siblen Testsystemen, z. B. in vivo Zellsystemen, Aktivatoren und Inhibitoren durch ihren HinfluB auf den intrazellularen 
Kalziumgehalt zu bestinunen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung umfasst Nukleinsauren, die fur die erfindungsgemaBen Polypeptide 
mit der biologischen Aktivitat des nativen hRyR3 kodieren. Nukleinsauren umfassen DNA sowie auch RNA, AUe erfin- 
dungsgemaBen NukieinsSuren zeichnen sich dadurch aus, daB Sie mit einer Nukieinsaure entsprechend der erfindungs- 25 
gemaBen Polypeptidsequenzen unter stringenten Bedingungen hybridisteren. Unter stringenten Bedingungen hybridisie- 
ren DNA-Sequenzen mit mehr als 85% Homologie und bevorzugt mit einer Homologie von mehr als 90%. Unter strin- 
genten Bedingungen versteht der Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie Hybridisierungsbedingungen wie sie 
z. B. in "Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd. Ed., Sambrook, Fritsch, Maniatis; Cold Spring Harbor Press, 
1989" und "Haymes, B. D. et al.. Nucleic Acid Hybridisation, a Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985)" 30 
beschrieben werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kodieren diese DNA-Molekiile fur chimare Polypeptide, die neben 
einem Anteil hRyR3 mindestens ein weiteres DNA-Fragment enthalten, das z. B. aus der Familie der Ryanodinrezepto- 
ren stammen kann. In einer besonderen Ausfuhrungsform wird eine Nukieinsaure fur ein chimares Polypeptid aus einem 
Fragment des hRyR3 zur Verfiigung gestellt, dessen Bereich um die Aminosaure 1300 durch ein Fragment des Kanin- 35 
chen RyR2 ersetzt wurde. 

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform umfasst die Erfindung alle zur rekombinanten DarsteUung der erfin- 
dungsgemaBen Polypeptide notwendigen Nukleinssauresequenzen. Die Sequenzen schlieBen somit alle zusatzlichen Se- 
quenzen ein, die zur rekombinanten Herstellung der Polypeptide notwendig sind, wie z. B. Vektor- und Wirtsnukleinsau- 
ren. 40 

In einem zusatzlichen Aspekt wird von der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsge- 
maBen Polypeptide bereitgestellt, daB dadurch gekennzeichnet ist, daB eine erfindungsgemaBe Nukieinsaure in eine Zelle 
oder ein zellfreies In-Vitro-Translations-System eingebracht wird. Femer ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet, daB 
die Nukieinsaure Bcstandtcil cincs Exprcssionsvcktors scin kann. Entsprcchcndc vcrwcndbarc Exprcssionsvcktorcn, 
Zellen, zellfreie In-Vitro-Translations-Systeme sowie die notwendigen Methoden zur Herstellung der Polypeptide sind 45 
dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie gelaufig. 

Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemaBen Polypeptide 
und/oder Nukleinsauren als Pharmazeutikum oder als Bestandteil eines Pharmazeutikums, bzw. die Verwendung der Po- 
lypeptide und/oder zur Behandlung von hRyR3 assoziierten Erkrankungen. 

Femer umfasst die Erfindung jedoch auch Nukleinsauren als Pharmazeutikum oder als Bestandteil eines Pharmazeu- 50 
tikums, die der Nukieinsaure eines der erfindungsgemaBen Proteine komplementar ist, Solche komplementaren Nukle- 
insauren sind dem Fachmann unter dem Namen "Antisense" -Nukleinsauren bekannt und ihre therapeutische Bedeutung 
ist dem Fachmann gelaufig. 

Ein zusatzlicher Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemaBen Polypeptide so- 
wie deren Nukleinsauren zum Nachweis der erfindungsgemaBen Polypeptide sowie deren Nukleinsauren. 55 

Die erfindungsgemaBen Polypeptide ermdglichen nun erstmals die Bereitstellung hochspezifischer immunologischer 
Methoden, diese Polypeptide in geringen KonzenUrationen nachzuweisen. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform betrifft die EdindUDg die Verwendung eines erfindungsgemaBen Polypeptids 
zur Herstellung monoklonaler oder polyklonaler AntikSrper zum Nachweis eines erfindungsgemaBen Polypeptids. 

Immunologische Methoden, wie z. B. die Herstellung, Reinigung und Anwendung monoklonaler und polyklonaler 60 
Antikorper zum quEintitativen und qualitativen hochspezifischen Nachweis von Peptiden sind dem Fachmann aus dem 
Stand der Technik bekannt. Femer umfasst die Erfindung in einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform auch den mo- 
lekularbiologischen Nachweis der fur die Polypeptide kodierenden Nukieinsaure. Molekularbiologische Nachweise sind 
dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie bestens bekannt und umfassen u. a. Hybridisierungs- und PCR- 
(Polymerase Chain Reaction) Methoden. 65 

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist die Verwendung einer erfindungsgemaBen Nukieinsaure oder eines Tfeils ei- 
ner erfindungsgemaBen Nukieinsaure zum Nachweis einer erfindungsgemaBen Nukieinsaure dadurch gekennzeichnet, 
dafi eine zu dieser Nukieinsaure oder zu einem Teil dieser Nukieinsaure komplementare Nukieinsaure zur Hybridisie- 
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rung eingesetzt wird. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung umfasst die Verwendung der bereitgestellten Polypeptide und/oder 
Nukleins^uren zur Bestimmung moglicher Inhibitoren und Aktivatoren des hRyR3. 

Demzufolge umfasst die vorliegende Erfindung auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Nuideinsauren zur in 
5 vitro- und/oder in vivo-Identifiziening von Aktivatoren und/oder Inhibitoren des hRyR3, die dadurch gekennzeichnet ist, 
daB eine orfindungsgemaBe Nukleinsaure in eine Zelle oder ein zellfreies System eingebracht und exprimiert wird, das 
Expressionsprodukt einem potentiellen Inhibitor oder Aktivator ausgesetzt wird und der durch das Express ionsprodukt 
vermittelte lonenfluB gemessen wird. 

Der Begriff in vitro bezieht sich auf zeUfreie, der Begriff in vivo auf Zellsysteme. In einer besonderen Ausfuhnings- 

10 form werden Aktivatoren und/oder Inhibitoren in membranumschlossene zellfireie Systeme eingebracht, die die eriin- 
dungsgcmaBcn Polypeptide cxprimicrcn und nach Zusatz potcnticllcr Aktivatoren und Inhibitoren die Andcrung der lo- 
nenkonzentration im membranumschlossenen Raum bestimmt In einer ganz besonderen Ausfiihrungsform stellt die vor- 
liegende Erfindung erstmals durch die Expression der erfindungsgemaBen Polypeptide in RyR-defizienten Zellen ein Sy- 
stem in vivo zur Verfiigung, daB es ermoglicht, Aktivatoren und Inhibitoren des hRyR3 in isolierten Zell^i zu bestim- 

15 men. Methoden zur Expression von Polypeptiden in Zellen und zellfreien Systemen unter Verwendung der entsprechen- 
den Nukleinsaure sind dem Fachmann aus dem Stand der Tbchnik bekannt. Neben der Expression der erfindungsgema- 
Ben Polypeptide in Zellen oder zellfreien Systemen umfasst die Erfindung in einer ganz besonderen Ausfuhrungsform 
auch die Tnjektion der Polypeptide in diese Zellen und Sy.steme zur Identifikation von Inhibitoren und/oder Aktivatoren 
nach den oben beschriebenen Methoden. Die Identifizierung von potentiellen Inhibitoren und Aktivatoren erfolgt durch 

20 Nachweis des veninderten Einflusses des Expressionsprodukts auf die Zelle. Der veranderle Einlluss des Peptids bzw. 
Expressionsprodukts ist durch den vermittelten lonenfiuss meBbar bzw. durch die Veranderung der lonenkonzentration 
im membranumschlossenen Raum. Im allgemeinen wird die Konzentration intrazellularer Kalziunuonen gemessen. Ein 
beispielhafter Versuchsaufbau eines solchen Verfahrens zur Bestimmung von Aktivatoren oder Inhibitoren besteht z. B. 
aus einem hRyR3 exprimierenden Zellsystem oder zellfreien System, das uber keinerlei oder nur geringe endogene Rya- 

25 nodinrezeptoraktivitat verfugt, wobei nach dem Zusatz von potentiellen Inhibitoren oder Aktivatoren eine meBbare An- 
derung der lonenkonzentration innerhalb des Zellsystems oder des membranumschlossenen Raums bestimmt wild. Fiir 
den RyRl und RyR2 sind Systeme zur Bestinunung von Aktivatoren und Inhibitoren bereits bekannt. 

In einem weitereren zusatzlichen Aspekt umfasst die vorliegende Erfindung den Nachweis der erfindungsgemaBen Po- 
lypeptide und/oder des hRyR3, zur Diagnose von pathologisch veranderten Geweben. 

30 In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung konnen die erfindungsgemaBen Polypeptide und/oder Nuklein- 
sauren zur Herstellung eines Diagnostikums verwendet werden, welches deren \ferwendung zur Diagnose von patholo- 
gischen Zustanden, wie z. B. die tJberexpression oder der Mangel an hRyRB in Geweben, ermoglicht, die dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daB das Vorhandensein, die Uberexpression oder der Mangel eines der erfindungsgemaBen Polypeptide 
nachgewiesen wird Eine ganz besondere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betriffi die Verwendung von An- 

35 tikdrpem zur Diagnose pathologischer Zustande durch den immunologischen Nachweis der erfindungsgemaBen Poly- 
peptide durch Antikorperbindung. 

Unter einem pathologischen Zustand eines Gewebes versteht der Fachmann jegliche Abweichung der physiologischen 
Normalverhaltnisse wie sie bei der Mehrheit eindeutig gesunder Gewebe ausgepragt sind. Die Feststellung der Uberex- 
pression oder des Mangels der erfindungsgemaBen Polypeptide in Geweben und Zellen kann sowohl durch immunolo- 

40 gische Methoden als auch durch den molekularbiologischen Nachweis der fur die Polypeptide kodierenden Nukleinsaure 
erfolgen. 

In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform umfasst die vorliegende Erfindung die Verwendung einer erfindungs- 
gemaBen Nukleinsaure zur Diagnose pathologischer Zustande, die dadurch gekennzeichnet sind, daB die fur das erfin- 
dungsgcmaBc Polypcptid kodicrcndc Nukleinsaure nachgewiesen wird. 

45 Entsprechende molekularbiologische Nachweise sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie besiens 
bekannt und umfassen u. a. Hybridisierungsmethoden und PCR-(Polymerase Chain Reaction) Methoden. Femer erlaubt 
die vorliegende Erfindung durch Bereitstellung der Nukleinsauresequenz des hRyR3 dem Fachmann erstmals die Dar- 
stellung hochspezifischer hRyR3-Hybridierungssonden, mit denen die Gegenwart oder der Mangel an Nukleinsauren des 
hRyR3 in Geweben nachgewiesen werden kann. Auch konnen nun hochspezifische Sonden zum Nachweis des hRyR3 

50 durch PGR ("Polymerase Chain Reaction") entwickeU werden. Dadurch konnen erfindungsgemaB pathologische Zu- 
stande in Geweben durch molekularbiologische Methoden nachgewiesen werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im folgenden die Sequenz und molekularphysiologische Charakterisie- 
rung der cDNA-Sequenz des erfindungsgemaBen nativen Peptids des hRyR3 offenbart. Die cDNA Sequenz wurde durch 
dem Fachmann bekannte molekularbiologische Hybridisierungsmethoden und anschlieBendes Sequenzieren mehrerer 

55 uberlappender cDNA-Klone identifiziert. und charakterisiert. (Siehe Beispiel 1 ). Die Primarstruktur des erfindungsgema- 
Ben nativen Polypeptids ist durch den Vergleich des korrespondierenden Leserasters der Aminosauresequenz des Kanin- 
chen-RyR3 bestinmiL worden (Hakainata, Y. et al. FEES Lett. 312 (1992), 229-235). Die Aininosikiresequenz des nati- 
ven Polypeptids ist 4866 Aminosauren lang und entspricht einem Molekuiaigewicht von 551046 Da. Fig. 1 zeigt die aus 
der cDNA abgeleitete Aminosauresequenz des hRyR3. Die Nukleotidsequenz CjA(KX:ATCiCj im Bereich um das trans- 

60 lationale Initiationskodon stimmt gut mit der Konsensusinitationssequenz CCA(G)CCArGG uberein (Kozack M. Nu- 
cleic. Acids. Res. 12 (1984), 857-872). Die 3'-nichti£odierende Region ist 873 Nukleotide lang (ohne den poly (da)-Be- 
reich); das Polyadenylierungssignal AATAAA (Goeddel, D. V. et al. Nature 290 (1981), 20-26) befindet sich 21 Nukleo- 
tide oberhalb des poly (da)-Bereichs. Der Aminosauresequenzvergleich weist jeweils uber 90% (ca. 96%) Identitat zwi- 
schen hRyR3/rRyR3 auf, bzw. uber 60% Identitat zwischen hRyR3/rRyR2 (ca. 69%) sowie hRyR3/RyRl (ca. 67%). Das 

65 Hydropathizitatsprofil des hRyR3 ist vergleichbar mit denen von Kaninchen-rRyR3, rRyR2, rRyRl sowie humanem 
RyRl insoweit, daB keine hydrophobe aminoterminale Sequenz, die eine Signalsequenz anzeigt, vorhanden ist und, daB 
die restlichen Bereiche hauptsachlich hydrophil sind sowie, daB sich vier stark hydrophobe Segmente (benannt als Ml, 
M2, M3 und M4) im carboxy-terminalen Ende befinden. Besonders gut konserviert in alien RyR ist die caiboxyterminale 
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Region im Bereich der M3- und M4-Segniente. Es sind auch deutliche Unterschiede vorhanden. So fehlt z. B. sowohl in 
hRyR3 als auch in rRyR3 in der Nahe der Aminosaure 1300 ein Bereich von etwa 100 Aminosauren; RyR2 hat in dieser 
Region eine EF-IIand-Konsensussequenz (Moncrief, N. D. J. Mol. EvoL 30 (1990), 522-562) (im Bereich der Amino- 
sauren 1336-1347) und eine Nukleotidbindungskonsensussequenz GXGXXG (Wierenga, R. K. Nature 302 (1983), 
842-844) (Aminosaurereste 1324-1329) (Nakai, J. et al. FEES Lett. 271 (1990), 169-177), Desweiteren unterscheidet 5 
sich die Region direkt vordem Ml -Segment, in der eine Diveigenz zwischen hRyR3 und rRyR3 besteht. Der hRyR3 ver- 
fiigt iiber vier sich wiederholende Sequenzen in zwei Tkndempaaren (Aminosaurereste 841-954, 955-1070, 2600-2711 
und 2712-2791). Potentielle Ligandenbindungsstellen sind uber vorgeschlagene Konsensusaminosauresequenzen be- 
stimmbar. Eine dem Motif der EF-Hand (Moncrief, N. D. J. Mol. EvoL 30 (1990), 522-562) ahnliche Sequenz ist bei 
Aminosaureresten 3928-3939 erkennbar, eine Region, die auch in rRyR3, RyR2 und RyRl relativ gut konserviert ist. 10 
Dcswcitcrcn ist cine potentielle Calmodulin-Bindungsstcllc (Aminosauren 3465-3476), bcstchcnd aus cincr amphipathi- 
schen Helix mit zwei Gnippen positiver Ladungen, die durch eine hydrophobe Region getrennt sind (Blumenthai, D. K. 
Proc. Nad. Acad. Sci. U. S, A. 82 (1985), 3187-3191), besonders gut in rRyR3, rRyR2 und rRyRl konserviert. Das Mo- 
lekiil weist vier Kopien der Nukleotidbindungskonsensussequenz GXGXXG (Werenga, R. K. Nature 302 (1983), 
842-844) (Aminosaurereste 697-702, 699-704, 1135-1 140, 2235-2240 und 2524-2529) auf, von denen die Aminosau- 15 
ren 2235-2240 in rRyR3, rRyR2 und rRyR3 gut konserviert sind. Durch Verwendung der Konsensussequenz RXXS/T, 
ergeben sich 21 potentielle Posphorylierungsstellen furCa^VCalmodulin-abhangige Proteinkinasen, von denen vier (Se- 
rinrest 2707 und die Threoninreste 130, 290, und 4150) in rRyR3, rRyR2 und rRyR3 konserviert. sind. Hs sind zwei po- 
tentielle cAMP-abhangige Phosphorylierungsstellen (Threoninreste 1244 und 4158), definiert als KRXXS/T oder 
RRXSAT (Kemp, B. E. and Pearson R. B. TVends. Biochem. Sci. 15 (1990), 342-346), vorhanden, die jedoch nicht in 20 
rRyR konserviert sind. All diese potentiellen Bindungsstellen sind auf der wahrscheinlich zytoplasmatischen Seite, ent- 
sprechenddes Transmembrantopologiemodels (Takeshima, H. et al. Nature 339 (1989), 439-445), angeordnet. Aiginin- 
rest 613 oder 614, dessen Ersatz durch Cystein in RyRl mit maligner Hyperthermie (MH) in Schwein und Mensch asso- 
ziiert ist, ist in alien drei lypen von RyR konserviert. Es ist nun moglich, durch \^tgleich der PrimSrstruktur des hRyR3 
mit anderen Ryanodinrezeptoren, quantitative und qualitative Aussagen iiber seine moiekuiaren Eigenschaften zu ma- 25 
chen, Dem Fachmann auf dem Gebiet der Proteinchemie bietet die Primarstruktur des nativen Proteins desweiteren die 
Moglichkeit, Struktur- und Bindungsmodelle, die bei der Aufklarung der physiologischen Funktion und derBestimmung 
moglicher Inhibitoren und Aktivatoren dieses Rezeptors hilfreich sind, zu entwerfen. 

Die funktionelle Untersuchung des RyR3 hat bis jetzt noch keinen direkten Nachweis seiner Funktion als Kalziumfrei- 
setzungskanal zeigen konnen. In einer besonderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wurde nun erstmals die 30 
funkdonelle rekombinante Expression des des hRyR3 durch Myotuben aus Mausen ohne die Skelettmuskelisoform des 
RyR (Nakai, J. et al. Nature 380 (1996), 72-75) gezeigt Die Expression des Wildtyp-hRyR3 in Myotuben aus RyRl-de- 
fizienten (dyspedischen) Mausen durch Injektion der cDNA in die Kerne ist moglich, aber bedingt durch eine endogene 
Koffeinreaktion der dyspedischen Myotuben durch Koffein schlecht nachweisbar, da d^ Unterschied zwischen der Kof- 
feinreaktion von nicht-injizierten Myotuben und mit RyR3-cDNA injizierten Myotuben nur undeutlich ist (10 mM Kof- 35 
fein). Dieses Etgebnis war nicht unerwartet, da hRyR3 in humanen T-Lymphozyten auch keine Koffeinreakdon aufzei- 
gen (Hakamata, Y. et al. Febbs Lett. 352 (1994), 206-210). Es wird angenommen, daB Koffein durch die Verstarkung der 
Kalziumempfindlichkeit auf den RyR wirkt. Dcshab wurde in erfinderischer Weise die Aufgabe gelost, eine erhohte Kal- 
ziumempfindlichkeit in den RyR3 einzubringen. Ausgehend von der Annahme, daB die fehlende Region um den Amino- 
saurerest 1300 die kalziumempfindlichkeitsbestimmende Region enthalt, ist es moglich, ein chimares RyR-Molekiil her- 40 
zustellen, in dem die fehlende Region durch eine Sequenz des RyR2 ersetzt wird, welcher eine hohe Kalziumempfind- 
lichkeit aufweist. Ein solches chimares Molekul des RyR kann z. B. zu einem Drittel aus der rRyR2- Aminos auresequenz 
im N-Terminus und zu zwei Dritteln aus der hRyR3-Sequenz im C-Terminus bestehen (Fig. 2A), Fig. 2B zeigt eine Kof- 
feinreaktion des in dyspedischen Myotuben cxprimicrtcn chimarcn RyR. Der chimarc RyR rcagicrt auf 1 mM Koffein 
(Fig. 2B, n = 5 von 20). Dagegen zeigen nicht-injizierte dyspedische Myotuben keinerlei Reaktion auf 1 mM Koffein 45 
(Fig. 2B, n = 0 von 20). Dadurch wird erstmals gezeigt, daB chimare RyR intrazellulare Kalziumkanale ausbilden kon- 
nen, die auf Koffein reagieren. Basierend auf der Strukturvorhersage der RyR-Aminosauresequenz liegt die kanalbil- 
dende Region des RyR im C-terminalen Zehntel der RyR-Molektile (meshima, H. et al. Nature 339 (1989), 439-445; 
Nakai, J. et al. FEES Lett. 271 (1990), 169-177; Hakamata, Y. et al. FEBS Lett. 312 (1992), 229-235; Zorzato, F. et al. J. 
Biol. Chem. 265 (1990), 2244-2256). Es ist davon auszugehen, daB die C-terminalen zwei Drittel des hRyR3 die Kalzi- so 
umfreisetzungskanalaktivitat beinhalten und, daB das N-terminale Drittel der RyR-Sequenz die Region, die die Koffein 
und/oder Kalziumempfindlichkeit bestimmt, enthalt. 

Eine ganz besonderen AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung beuifft den Nachweis von hRyR3 in Geweben. 
Dieses ist mit hRyR3-spezifischen Sonden und der Northem-Blot-Analyse von mRNA aus diversen menschlichen Ge- 
weben moglich. Rs kann gezeigt werden, daB, obwohl in Gesamtgehim nur ein schwaches Signal fur RNA beobachtet 55 
werden kann, ein ca. 16 kb groBes RNA-Stuck mit hRyR-cDNA-Proben in relativ groBer Menge in begrenzten Gehirn- 
bereichen wie Nucleus caudatus, Amygdala und Hippocauipus sowie in etwas geringeren Mengen in Corpus callosum. 
Substantia nigra und Thalamus (Fig. 3) hybridisiert Die begrenzte Verteiiung von RyR3 im menschlichen Gehim ermog- 
licht die folgenden Annahmen. Es ist bekannt, daB der RyR auch im Gehim direkt an L-TVp-Kabiumkanaie gekoppelt 
ist. Wahrend P-iyp und andere Typen von Kalziumkanalen im ganzen Gehim exprimiert werden, wird der R-iyp-Kal- 60 
ziumkanal nur in den sehr begrenzten Regionen des Gehirns, wie im Nucleus caudatus und Hippocampus exprimiert 
(Niidome, T. et al. FEBS Lett. 308 (1992), 7-13). Bei einer ahnlichen Verteiiung von R-iyp-Kalziumkanal und RyR3 ist 
es waiirscheinlich, daB der RyR3 direkt mit dem R-TVp-Kalziumkanal in diesen Regionen wechselwirken kann. Da die 
Regionen der RyR3-Expression auch grob mit den Gebieten korrespondieren, in denen der "verzogerte neuronale Tbt" 
nach Hypoxie im Gehim stattfindet, ist es wahrscheinlich, daB dieser Typ des RyR eine wichtige Rolle in pathologischen 65 
Zustanden spielt. Die erhohte lokomotorische Aktivitat von RyR3-defizienten Mausen refiektiert diese Verteiiung des 
RyR3. 

In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel kann gezeigt werden, daB auch auBerhalb des Gehims in Skelettmuskel der 
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Nachweis einer RNA-Spezies gelingt, die mit hRyR3-cDNA-Proben hybridisiert (Fig* 4). Die GrOBe der RNA-Spezies 
dieser Gewebe von ca. 16 kb entspricht der Spezies im Gehim. Ein schwaches Signal legt die Existenz von RyRB-mRNA 
in Ilerzgewebc nahe. Die Vcrteilung von mRNA auBerhalb des Gehims unterscheidet sich vom Kaninchen, da die RyR3- 
Expression in Kaninchraiskelettmuskel nichi nachweisbar ist. Bedingt durch den grofien Gehalt an RyRl-mRNA in Ske- 
5 lettmuskel ist ein geringer Beitrag durch Kreuzhybridisierung von RyR3-Proben mit RyRl-mRNA nicht ausgeschlossen. 
Allerdings fuhrte mRNA aus Herz zu einem wesentlich geringeren Hybridisierungsignal, trotz der hoheren Homologie 
von RyR3 mit RyR2 im Vergleich zu RyRl . Dieses, zusammen mit der Isolierung von RyR3-cDNA aus einer cDNA-Bi- 
bliothek aus Skelettmuskel, deutet daraufhin, daB RyR3 tatsachlich in Herzmuskel exprimiert wird. Zudem ist RyR3 in 
Skelettmuskel anderer Spezies wie z. B. Maus, Vogel und Frosch nachweisbar. 

10 In einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel zum Nachweis des hRyR3 wird gezeigt, daB die RyR3-Expression zwischen 
den Spezies variicrt und, daB die RyR3-Expression in humancm Skelettmuskel starker ausgcpragt ist als in andcren Spe- 
zies, Es ist bekannt, daB eine akute ErhShung von intrazellulSrem Kalzium in menschlichem Skelettmuskel maligne Hy- 
perthermie (MH) auslost (MacLennan, D. H. and PhiUps, M. S. Science 256 (1992), 789-794). Obwohl MH mit Muta- 
tionen von RyRl assoziiert wird (GiUard, E. F. et al. Genomics 11 (1991), 751-755), weisen nur 5% der MH-Falle eine 

15 Mutation in Position 614 des RyRl-Gens durch Arg zu Cys Substitution auf. Die reichliche Expression von RyR3 in 
menschlichem Skelettmuskel macht eine Beteiligung des RyR3 an varianten Formen von MH sehr wahrscheinlich. Zu- 
dem besteht die Mdglichkeit, daB der RyR3 auch an anderen Storungen der intrazellularen Kalziumregulation beteiligt 
sein konnte. 

In einer weiteren ganz besonderen Ausfuhrungsform wurde deshalb festgestellt, daB der h^R3 bei pathologischen 
20 Zustanden im Menschen vorfianden ist und in pathologisch veranderten Geweben nachgewiesen werden kann. Zu die- 
sem Zweck wurde an Zellinien, abgeleitet aus humanen Gehimtumoren, gezeigt, daB die gewebespezifische Verteilung 
des RyR3 in menschlichem Ciehim in Zusammenhang mit der zellspezifischen Kalziumregulation bei der Proliferation 
steht. RyR3-mRNA wird in mehreren menschlichen Zellinien exprimiert (Fig, 5). Eine reichliche Expression ist in U373 
feststellbar, einer Zelle aus malignem Astrozytoma, dne schwache Expression in IMR-32 aus malignen Neuroblastoma- 
25 zellen sowie einer noch geringeren Expression in H4 aus malignen Neurogliomazeilen. TVotz der RyR2-Expression in 
IMR-32 sind keine weiteren RyR-TVpen in U373 oder H4 feststellbar. RyR3-Expression in den neuronalen Zellen SK-N- 
MC Oder SK-N-SH konnte trotz ihrer Malignitat nicht nachgewiesen werden. U373 und H4 reagierten auf Ryanodin, 
nicht jedoch auf KofFein mit einer Eriiohung des intrazellularen Kalziums, wahrend eine Koflfeinreaktion unter gleichen 
Bedingungen in RyR2-exprimierenden CHO-Kaninchenzellen nachweisbar ist (Fig. 6). Die Ryanodin- und Koffeinreak- 
30 tionen von U373 und H4 ist auch in T-Lymphozyten zu beobachten, ein typisches Merkmal fur RyR3 (Hakamata, Y. 
FEBS Lett. 352 (1994), 206-210). 



Es wurden Oligo (dT)- und Zufalls-Primer- cDNA-Bibiotheken aus menschlichem Gehim (Nucleus caudatus) der 
Firma Clontech (USA) verwendet, die aus poly(A)"^RNA isoliert und in ^gtlO Phagen einkloniert wurden. Das Durchsu- 
chen der cDNA-Bibliotheken (- 3,0 X 10^ Plaques) mit dem Fragment Pstl(9790)/EcoRl( 11834) aus dem Kaninchen 

40 RyR3 cDNA-Klon pBRR74 (9) fuhrte zu XhBRR79. Die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen werden durch 
Zahlen (in Klammem) gekennzeichnet, die das aus der Spaltung hervorgehende 5'-terminale Nukleotid beschreiben: die 
Nukleotidreste sind in 5'-3 -Richtung nummeriert, angefangen mit dem ersten Rest des ATG-Triplets, das das wahr- 
scheinlich initiierende Methionin kodiert. Das Subklonieren des cDNA-Inserts von AhBRR79 in die EcoRI Schnittstelle 
von pBlucscript SK(-) (Stratagcnc) fuhrte zu phBRR79. Die Bibliothck wurde ncun mal mit vcrschicdcncn Probcn 

45 durchsucht: 
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1. Klonierung der cDNA 
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Verwendetes Fragment: 


Ergebnis: (positive Klone) 




2.4-kb (Kilobasen) EcoRI(Vector)/ 
Dral(2395) aus pBRR331 


XhBRR22. XhBRR61, XliBRR112 




1,2-kb PmaCI(4760)/Apal(5912) aus 
PBRR133 (9) 


WiBRRSI. XhBRR52. XhBRR53 




1.3-kb EcoRI(Vector)/Hinclll(14656) aus 
pBRR110(9) 


XhBRR91. AhBRR93 


10 


1.3-kb Kpnl(6249)/Hindlll(7523) aus 
PBRR121 (9) und 1,1 -kb Xbal(8405)/ 
Pstl(9494) aus pBRR92 (9) 


^BRR140, XiiBRR141, AiiBRR411 

- 


15 


1,0-kb EcoRI(Vector)/EcoRI(13336) aus 
W1BRR93 und 0,8-kb Spel(10569)/ 
EcoRld 1408) aus XhBRR79 


A,hBRR161 


20 


0,8-kb EooRI(Vector)/(EcoRI(11815) aus 
XhBRR161 


W1BRR407 


25 



Desweiteren wurden zwei zusatzliche Klone durch RT-PCR gewonnen. 1 fjg poly(A)"^RNA (Clontech) aus menschli- 
chem Gehim wurde zusammen mit RNase H"Reverse Transkriptase aus Moloney's murinem Leukemievirus (Gibco 
BRL) mit Zufailsprimer inkubiert, Der erste synthetisierte cDNA-Strang wurde entsprechend der Herstellerangaben (Ik- 30 
KaRa LA PCR Kit) mit Hilfe eines DNA Thermal Cycler's (Perkin-Elmer Corp.) amplifiziert. Nach einem HeiBstart 
(1 min, 94°C) wurden die Proben 30 Zyklen von 20 s bei 98°C und 5 min bei 68°C ausgesetzt. Primerpaare fur 
phBRR501 waren jeweils synthetische 25-Nukleotidoligomere der Basen 2949-2973 (oberer Primer, AGTGGATAA- 
ACTTGCAGAAAATGCA) und 3495-3519 (unterer Primer, TGGGGAGCTGCTGATCACCAATAAA) der phBRR61- 
und der phBKR51 -Klone. Primerpaare fiir phBRR502 waren jeweils synthetische 20-Nukleotidoligomere der Basen 35 
11369-11388 (oberer Primer, TTGATGATGAATCTCGACAGCAC) und 12353-12372 (unterer Primer, ACGTGT- 
TAGAAATTGCGGGT) der phBRR79- und der phBRR91 -Klone. 

Die cDNA-Klone zur Nukleotidsequenzanalyse waren: phBRR22 (mit den Nukleotiden -86 bis 1263), phBRR61 
(991-3103), phBRR501 (2949-3519), phBRR51 (3435-5253), phBRR53 (4444^7346), phBRR411 (7330^9900), 
phBRR79 (8358-11408), phBRR502 (11369-12372) und phBRR91 (11468- 15486). AUe cDNA-Einschube auBer 40 
phBRR501 und phBRR502 wurden in die EcoRI-Schnittstelle von pBluescript SK(-) subkloniert. Das 0,6-kb Hindlll 
(2956)/-Bcll (3506) Fragment von phBRR501 wurde in die BamHl/Hindlll Schnittstelle und das 0,5-kb Apal 
(11451)/Accl (11930) Fragment von phBRR502 in die Accl/Apal Schnittstelle von pBluescript SK(-) subkloniert. 

Bcidc Strange der rcsulticrcndcn cDNA und die PCR-Produktc der Rcvcrscn TVanskriptasc wurden iibcr die Didcoxy- 
Ketten-Terminadons-Methode sequenziert (Sanger, F. et al., Proc. NatlAcad. S ci, U. S. A., 74, (1977), 5463-5467). 45 

2. Physiologische Charakterisierung 

Die gesamte protein kodierende Sequenz des humanen RyR3 wurde in die EcoRI/Noll-Schnittstelle von pCl-neo (Pro- 
mega) einkloniert und resultierte in hNRR9. Das cDNA- Insert wurde aus den folgenden Fragmenten konstruiert: EcoRl 50 
(Vector)/Mrol (1232) erhalten aus IhBRR22, Mrol (1232)/HindlU (2956) aus IhBRR61, Hindlll (2956)/ BcU (3506) aus 
IhBRR501, BcU (3506)/PmaCl (4750) aus IhBRR51, PmaCl (4750)/ Pstl (7339) aus IhBRR53, Pstl (7339)/Clal (9559) 
aus IhBRR411, Clal (9559)/Spel(10569) aus IhBRR79, Spel (10569)/Apal (11451) ausIhBRR407, Apal (11451)/EcoRl 
(11815) aus IhBRR502, EcoRl (11815)/HcoRl (14861) aus lhBRR91. Das Expressionsplasmid der chimaren Ryanodine 
ReceptorcDNA aus humanem RyR3 und dem Kaninchen-RyR2 wurde wie folgt konstruiert: Das Sail (vector)/PmaCl 55 
(5038) Fragment aus der Kaiiinchen-RyR2 cDNA (Nakai, J. et al FEBS Lett 271 (1990), 169-177) und das PmaCl 
(4750)/Notl (vector) Fragment aus der humanen RyR3-cDNA wurde in die Sall/Notl-Schniltstelle von pQ-neo ligiert. 
Kulturen von Myotuben aus RyRl-defizienten (dyspedischen) Mausen und cDNA-Injektion sind bereits bekannt (Nakai, 
J. et al.. Nature 380, (1996), 72-75). Ruoreszenzanderungen (dimensionslose willkiirliche Einheiten) wurden nach der 
Beladung der Myotuben mit Fluo-3 AM gemessen (Garcia, J., und Beam, K. G., J. Gen. Physiol. 103, (1994), 107-123). 60 
Koffein wurde durch lokale Injektion mit Hilfe einer "wide- tipped" -Pipette (10-50 mm Durchmesser) appliziert. Als 
Waschlosung wurde norraale Nager-Ringer-Losung der folgenden Zusammensetzung verwendet (mM): 145 NaCl, 5 
KCU 2 CaCh, 1 MgQi. 10 HEPES, pH 7.4 mit NaOH eingesteLLt. Die Temperatur betrug 20- 22°C. 

3. Northern Blot Analyse 65 

Zur Northem-Blotanalyse von humanem Gehim und anderen Geweben wurden kaufliche Multiple Ussue Northern 
(MTN) Blots (Clontech) verwendet. Jede Bahn der MTN-Blots enthalt ungefahr 2 ^g poly(A)'^RNA aus den folgenden 
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Himregionen: Amygdala, Nukleus caudatus. Corpus callosum. Hippocampus, Gesamtgehim, Substantia nigra, subthala- 
mischen Nucleus and Thalamus. Jede Bahn des anderen MTN-Blots enthalt ungefahr 2 mg poly(A)+RNA der folgenden 
humanen Gewebe: Ilerz, Gehim, Placenta, Lunge, Leber, Skeletmuskel, Niere und Pankreas. Jede Bahn des dritten Blots 
enthalt ungef^ 20 mg Gesaml-RNA der folgenden humanen ZeUinien (Hakamata Y, et al. FEBS Lett. 312 (1992), 
5 229-235): SK-N-MC (abgeleitet aus urspriinglichen Neuroblastoma), IMR-32 (Neuroblastoma), HEL-299 (Lungenfi- 
broblast), H4 (Neuroglioma), SK-N-SH (Neuroblastoma), HEK-293 (embryonale NierenzeUe) und U373 (Astrocy- 
toma). Da die aus cDNA-Teilen des humanen Ryanodin-Rezeptors gewonnenen Sonden nur schwache Signale ermog- 
lichten, wurde fur die Northern Blot Analyse das 14,9-kb Nall(Vector)/Notl(Vector) Fragment aus phNRR9 verwendet 
Die Probe wurde mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase und p^Pl dCTP (Feinberg, A. R & Vogelstein, B. 
10 Anal. Biochem. 132 (1983), 6-13) durch ZufallsoUgonukleotidprimer heigesteUt. Der Blot wurde bei 42^C hybridisiert 
und drci mal mit 0,3 x SSC, 0,1% SDS bci 50°C gcwaschcn. 

4. Lumineszenz-Bestimmung 

15 Die Lumineszenz-Bestimmung wurde wie erst kiirzlich vefoffentlicht durchgefiihrt (Maeda, A. et al.. Anal. Biochem. 
242, (1996), 58-66). Dazu wurden die Zellen (1 x 10^ ZeUen/Gef^) in die Losung des Kalzium-Assays mit der folgen- 
den Zusammensetzung transferiert (mM): 140 NaCl, 5 KO, 1,5 MgCli, 2,5 CaCl2, 5 Glukose und 10 HEPES, PH 7,4 mit 
NaOH eingestellt, einschlieBlich 2,5 mM Coelenterazin, das intermediare Substrat. von Aequorin, und bei 37°C fiir 6 h 
inkubiert. Das System zur Lumineszenz-Messung bestand aus dem Spektroflucrometer CAF-llO (Jasco) (Hakamata Y. 

20 et al., FEBS Lett 352, (1994), 206-210), das mil einer Lumineszenz-Einheil PL-03 (Jasco) verbunden isl. Die Mobili- 
sierung intrazellularen Kalziums wurde durch Injection von Koffein in einer Hndkonzendration von 10 mM und Ryano- 
dinrezeptor von 100 mM induziert. Die (jesamtmenge der Aequorin-Aktivitat wurde nach der Permeabilisierung der 
Zellen mit Digitonin in einer Endkonzentration von 200 mg/ml gemessen. Die Ethanolkonzentraiion betrug 0,5% oder 
weniger, da es unter diesen Bedingungen nicht zu einer Kalzium&eisetzung kommt. 

25 

Legenden zu den Figuren 

Fig, 1 vergleicht die Aminosauresequenzen der RyR-Isoformen, durch Ausrichtung der abgeleiten Aminosaurese- 
quenz des humanen RyR3 (oben), mit dem Kaninchen-RyR3 (obere Mitte), dem Kaninchen-RyR2 (untere Mitte) und 

30 dem Kaninchen-RyRl (unten). \^er identische Reste in der gleichen Position sind durch durchgezogene Linien einge- 
rahmt, wahrend Folgen von vier identischen oder konservierten Resten mit gestrichelten Linien umrahmt sind. Die Ami- 
nosaurereste sind, angefangen am initiierenden Methionin, nunmieriert. Die mutmafilichen IVansmembransegmente Ml 
bis M4 sind gekennzeichnet; die Enden eines jeden Segments sind durch den Vergleich mit dem Kanmchen-RyR3 be- 
stimmt worden. \^er sich wiedeibolende Sequenzen, die in Tkndempaaren vorkommen sind durch Pfeile gekennzeich- 

35 net. 

Fig. 2 zeigt die Reaktion des chimaren humanen RyR3 in dyspedischen Myotuben aus RyRl-defizienten (despedi- 
schen) Mausen auf Koffein. A, Schematische Darstellung d&c Struklur des chimaren RyR aus Kaninchen-RyR2 (offenes 
Rechteck) und humanem RyR3 (gefiilltes Rechteck). 

B, Intrazellulares Kalziumsignal als Reaktion auf Koflfein in dyspedischen Myotuben, die den chimaren humann RyR3 

40 exprimieren. (a) Nicht-injizierte dyspedische Myotuben reagieren nicht auf 1 mM Koffein (n = 20). (b) Dyspedische 
Myotuben, in die chimare humane RyR3-cDNA injiziert wurde, reagieren auf 1 mM Koffein (n = 5 von 20). Der Verlauf 
der Basislinie wurde moglicherweise durch das Ausbleichen des Farbstofifs hervoigerufen. 

Fig. 3 zeigt die Verteilung des humanen RyR3 in humanem Gehim durch die Northem-Blot- Analyse verschiedener 
Rcgioncn des Gchims mit cDNA-Probcn fur humane RyR3-mRNAs. Es wurden jcwcils 2 mg poly(A)*RNA verwendet. 

45 Die Autoradiographic wurde bei -70*C Uber 7 Tage mit dnem intensivierenden Schirm durchgefiihrt. 

Fig. 4 zeigt die Exprimierung von humanem RyR3 durch die Northem-Blot- Analyse verschiedener humaner Gewebe 
mit cDNA-Proben flir humane RyR3-mRNAs. Es wurden jeweils 2 mg poly (A)* RNA verwendet. Die Autoradiogra- 
phie wurde bei -70°C uber 7 Tage mit einem intensivierenden Schirm durchgefiihrt. 

Fig. 5 zeigt die Verteilung des humanen RyR3 in humanen Zellinien durch die Northem-Blot- Analyse der humanen 

50 RyR-mRNA Expression in Kaninchenskelettmuskel, Kaninchenherz, Kaninchengesamtgehim und humanen Zellinien 
wie Neuroblastoma (SK-N-MC, IMR-32), Lungenfibroblasten (HEL-299), Neuroglioma (H4), Neuroblastoma (SK-N- 
SH), embryonale Nierenzellen (HEK293) und Astrocytoma (U373) mit cDNA-Sonden fiir humane RyR3- mRNAs. Es 
wurden jeweils 20 mg Gesamt-RNA verwendet. Die Autoradiographic wurde bei -70°C Uber 4 Tkge mit einem intensi- 
vierenden Schirm durchgefiihrt. 

55 Fig. 6 zeigt die Zunahme von intrazellularem Kalzium in U373-Zellen nach Zugabe von Koifein und Ryanodin. A: 
CHO-Zellen transfiziert mit Kaninchen RyR2-cDNA; (Maeda, A. et al.. Anal. Biochem. 242, (1996), 58-66) zeigen ei- 
nen klaren AnsLieg des inUracellularen Kalzium alsReaklion auf Koflein (n = 11 von 11). B: KoITein fuhrlzu keinemEf- 
fekt in U373-Zellen (n = 7). C: Ryanodin lost vorubergehende Kalziumschwankungen aus (n = 2 out of 4). Einige 2fellen 
reagieren nicht auf die Ryanodin-Zugabe (n = 2 out of 4). Die uneinheitliche Reaktion ist wahrscheinlich nicht darauf zu- 

60 riickzufUhren, daB der Ryanodin-Rezeptor den Wrkort nicht erreicht, wie kurzlich beschrieben (Penner, R. et al., FEBS 
Lett. 259, (1 989), 217-221). Der Zeitpunkt der Zugabe von Koflfein und Ryanodin-Rezeptor ist durch kleine Balken mar- 
kiert. 

Fig. 7 zeigt die aus der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz der humanen Ryanodinrezeptors. 
Fig, 8 zeigt die DNA-Sequenz des humanen Ryanodinrezeptors. 
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Patentanspriiche 

1. Polypeptid, dadurcli gekennzeichnet, dafi es mindestens 96% Aminosauresequenzidentitai mit dem humanen 
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Ryanodinrezeptor vom TVp 3 (hRyR3) mit der Aminosauresequenz gemaB Fig* 7 aufweist, wobei Fig, 7 Bestandteil 
dieses Anspruchs ist. 

2. Polypepdd, gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB cs sich um den hutnanen ^anodiniezeptor vom 
Typ 3 (hRyR3) mit der Aminosauresequenz gemaB Fig. 7 handelt, wobei Fig, 7 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

3. Ein funkticnelles Derivat, dadurch gekennzeichnet, daB es aus einem Polypeptid gemaB Anspruch 1 oder 2 als 5 
Fragment, Variante oder chemisches Derivat abgeieitet ist unter Erhalt der wesendichen biologischen Aktivitat des 
nativen humanen Ryanodinrezeptors vom TVp 3 (hRyR3) mit der Aminosauresequenz gemaB Fig. 7, wobei Fig. 7 
Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

4. Chimares Polypeptid dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens ein Fragment des Polypeptids gemaB einem 

der Anspriiche 1 bis 3 und mindestens ein weiteres Fragment eines anderen Polypeptids enthalt. lO 

5. Chimares Polypeptid gemaB Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, daB das andcrc Protein aus der Familic der 
nicht humanen Ryanodinrezeptoren ausgew^lt ist. 

6. Chimares Polypepdd gemaB Anspruch 4 oder 5 dadurch gekennzeichnet, daB das Fragment des anderen Proteins 
vom Kaninchen-Ryanodin-Rezeptor Typ 2 (rRyR2) stanunt. 

7. ChimSres Polypeptid gemaB einem der Anspriiche 4 bis 6 dadurch gekennzeichnet, daB es im Bereich der Ami- 15 
nos^ure 1300 des hRyRB ein Fragment des rRyR2 enth^t, welches hohe Kabdum- bzw. KofTeinempfindlichkeit ver- 
leiht. 

8. Nukleinsaure kodierend fiir ein Polypeptid gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, 

9. Nukleinsaure dadurch gekennzeichnet, daB sie unter stringenten Bedingungen mit einer Nukleinsaure gemaB 
Anspruch 8 hybridisierl. 20 

10. Verfahren zur HersteUung eines Polypeptids, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 
8 Oder 9 in eine Zelle oder ein zellfreies In-\^tro-Translations-System eingebracht wird. 

IL Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure Bestandteil eines Expressions- 
vektors ist. 

12. Pharmazeutikum, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Polypeptid gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 7 und/oder 25 
eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 8 oder 9 enthalt. 

13. Pharmazeutikum, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Nukleinsaure die einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 8 
oder 9 komplementar ist endialt. 

14. Verwendung einer Nukleinsaure oder eines Tfeils einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 8 oder 9 zum Nachweis 
einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB eine zu der nachzuweisenden Nuklein- 30 
saure komplementare Nukleinsaure zur Hybridisierung eingesetzt wird. 

15. Verwendung eines Polypeptids gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 zur HersteUung monoklonaler oder poly- 
klonaler Antikorper zum Nachweis eines Polypeptids gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7. 

16. Verwendung der Polypeptide gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 oder der Nukleinsauren gemaB Anspruch 8 
oder 9 zur Identilizierung von Aktivatoren und/oder Inhibitoren des hRyR3. , 35 

17. Verwendung einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 10 zur Identifiziemng von Aktivatoren und/oder Inhibitoren 
des hRyR3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 10 in eine Zelle oder ein zellfreies Sy- 
stem eingebracht und exprimiert wird, das Expressionsprodukt einem potentieUen Inhibitor oder Aktivator ausge- 
setzt wird und der durch das Expressionsprodukt vermittelte lonenfluB gemessen wird. 

18. Verwendung einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 10 zur Identifiziemng von Aktivatoren und/oder Inhibitoren 40 
des hRyR3, dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 10 in eine Zelle oder ein membran- 
umschlossenes zellfreies System eingebracht und exprimiert wird, ein potentieller Inhibitor oder Aktivator zuge- 
setzt wird und die lonenkonzentration im membranumschlossenen Raum bestiriimt wird. 

19. Verwendung cincs Antikorpcrs gemaB Anspruch 15 zur Diagnose von pathologischcn Zustandcn in Gcwcbcn, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Vorhandensein, die tJberexpression oder der Mangel eines Polypeptids gemSlB ei- 45 
nem der Anspriiche 1 bis 7 nachgewiesen wird. 

20. Verwendung einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 14 zur Diagnose von pathologischen ZustMnden in Geweben, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Vorhandensein, die Oberexpression oder der Mangel eines einer Nukleinsaure ge- 
mSB einem der AnsprUche 8 oder 9 nachgewiesen wird. 

21. Verwendung der Polypeptide gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 und/oder Nukleinsauren gemaB einem der 50 
Anspriiche 8 bis 9 zur Behandlung von hRyR3 assoziierten Edorankungen. 
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MABGGBGG^ EIQELRTEDE WLQCIATIH KBQRBCFCLAA BGLGNRLCFL EPTSEAKYIP 60 

PDI/:VCNFVL EQSI.SVKALQ GE6AAQGGGH RI!LLy<32AVL T«RHgF8GMYT_j 120 

'TCUITSRSQr DKLAFDVGLR EHATGEACWW TIHPASKQRS BGEKVRIGDD LILVSVSSER 180 

YLHLSVSNGN IQfVnASFMSQT LWNVHPTCSG SSIEEXSYLLG GHWRLFHGH DECLTIPSTD 240 

QNDSQHRRIF YEAGGAGTRA RSLWRVEPLR ISWSGSNIRW GQAFRLRHLT TGmhMJTED 300 

QGLILQDRAK SOTKSTAFSF RASKELKEKL DSSHKRDIEG M3VPEIKYGD SVCEVQHIAS 360 

GLWVTSirKAQD AKTSRLGPLK RKVILHQEGH MDDGLTLQRC QREESQAARI IRNTTALFSQ 420 

FVSGNNRTAA PITLPIEEVL QTLQDLIAYF QPPEEEMRHE DKQNKLRSLK NRQNLFECEEG 480 

MLALVI^CID RLNWNSVAH PAGIAREESG MAWKEILKTUO YKLLAALIRG NRNNCAQFSN 540 

NIiDWLXSKIiD RLESSSGILB VLHCXLTESP EALNLIAEGH IKSIISLLDK HGRNESCVLDI 600 

liCSLCLCNGV AVRAIOQNLIC ENLLPRRNLL LQTEUlilNDVT SIRFHIFLGV; AEGSAQYKKW 660 

YFELXIDQVD FFXiPAEPOHL RVGGfilASSSGV APYFGGGEG«ir GGMGVGDDIiY SVGFDGLHLW 720 
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DrrSWTGKLCA LWKXKGPPK PEKEQPTBBS: 
RMMFNLLRRQ YDSIGELLQA LRKTyTISHT 
MINGLGDXm MKVFYQHPML MRVL6MHEW 
FCRISRQNQK AMFEHLSYLL ENSSVGLASP 
EKWTYIAGC GLQSCPMLLA. KGYPDVGWNP 
LLIRRFECFG FALRC^GGMG LLAAMQGAIK 
HMGMT^XMSFY SALXDLL6BC AP^IHLXQTO 
FSUSKDGSVS EPDMAOdFCP OIQCJVPMVLFL 
DTVSLSTTEA AIAINRYICS AVLPLLTRCA 
KAQBUriEEC UAICNHLRP SMLQQLLRRL 
LPSGM6SY6L AVHE&UILTE KLFW6IIDSL 
SRITATLEKQ XSVEADGNFD PKPINIMNFS 
YGISEjDEMVK THPLIRPFKr LTEECEECEIVR 
ENEKLRSVSQ ANQGKTSYSPA PLDLSNWLS 
GSSHPLLVPY OTLTAKEKFK DREECAQDLEIC 
FIiKKILKYVD SAQEFIAHI^ AIVSSGKTEK 
SSPLKFLSSS GYASHKEKEd VAGLFCKLAA 
aVMKSGSKLV KAGEJU^FFEKT AAEDLEKTSE 
IL.TSIFEHVT QHQFGMDLLL GDVQISCYHI 
AAIPVAFLEP TM3RYNPLSV FNTKTPRERS 
SQARYTEMFU VIEVILPMLC NYLSYWWEE^G 
I3^1NMLGXDEA SWMKRXAVYA QPIISKARPD 
GKKS3TQEAEL TjUSDEFAVUC RDLYAFYPML 
lUMCKSHNFK REBQNFVIQN EINKTLAFLTG 
SlilVAAIiBCKK LPIGLNMCTP GDQELISLAK 
VKWQUJ'LYKD VLBCSEEPFNP EKTVERVQRI 
RAWACFRMA PLYNLPRHRS mLFJJWYQR 
ETEKQPDPLH QIILYFSRNA LTERSKIiEDD 
EEECBMEKQKT LYQQARLHER GAA£247LQKI 
QKMUDYIiKBK KDAGFFQSLF GLMQSCSVLD 
VL^lDEPmD LFRFLQUjCE (SiNSDFQNFL 
YWYYSGKDXr DESGQBINFSK AIAVTKQIFN 
HVFANMQ^4ECL SQDSSQIELjL KELLDLLQDM 
NVEMILECFPD MFLKLKDLTS SDrTFKSYDPD 



ERCPTTLKEL ISQIMICWAQ EDQIQDSELV 
SVSDTPINLLA AIGQIRSLLS VHMSKEEELL 
MEVMVNVLC3T ERSQIAFPKM VASCCRFLCY 
SMRGSTPLDV AASSVMDMNE LALSLEEPDL 
lEGESlYLSFL BFAVFVNSES VEENASVWK 
ISENFALDLP SQGYKREV^ST EDDEEEEEXV 
KGEAXRIRSI LRSLVFTODL VGIISIPLKL 
DRVYGIKDQT FXiLEiUiEVGF LPDIiRASASL 
PLFGGTEfK^r SLXDSfl/JTX YKLSKGS^T 
VFDVPQU9EY CKMPLKUTm HYEQCWRYYC 
SHKECYDPObF BMALPCLSAI AGALPPDYLD 
LPERIfYIVT KVAEHSHr»CW ACDKSQSGMK 
WPASESLKm LAVGHTVERT KBGEALViQQR 
RELQOIVEW AENYHNXWAK KECKLELESKG 
FL^2VN6IIVS RGNKDMEXjDA SSMEKE^FGHC 
SPRDQEZKFF AKVLLFLATDQ YFTSHCLYFL 
LVRHRISLFG SDSTTMVSCL HILAQTLDTR 
NIiKIGKFniS RTOIKGVSQ^ XNyTTVAU^P 
LCSLYSIX3TG KNIYVERQRP ALGECLASLA 
XLGMPmVED MCPDIPQLEG LMECEINDLAE 
PENLPPSTGP CCTECVOSEHL SLILGNILKl 
LLRSHFIPTL EEOiKKKAVKT VQKEEQLKAD 
XRYVDNNRSKT ULKSPCADSO QLFRMVAEVF 
DSKSKMSKSG GQDQERKRTK RRjmLYSXQT 
SRYSHRDTDE EVREHLRNNL HU^KSDDPA 
SAAVFHLEQV BQPLRSKECAV WHKLLSKQRK 
FWXETEEYSF EEKLiVQDLAK SPKVEEEEEE 
PLYTSYSSMM AKSCQSGEDE EEDhSUKKKTF 
SASKGEI^FM WETIiKliGIA XLKGGNAGVQ 
LNASERQNKA EGLGMVTEBG TLTVRERGEK 
RTQMCaJTIW NVXXSTVDYL LRLQESISDF 
SXiTEYIQGFC IGNQQSLAHS RIAf«DAWGFL 
WMLLSLLBG NWNGTXOCQ MVDTLVESST 
GKGXXSKKEF QKAMBGQKSQY TQSBXDFLLS 
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GGGCAGCAGC AGTCAGCGCA CGCCGAGCOG CTGCCGGGGG AAGCAGAGGC GCCX3GAGGCT 
GGGGCACCGC CGACGCCTOG GGAGCCATGG CCGAAGGGGG AGAAGGAGGC GAGGACGAGA 
TCCAGTTTCT GAGGACTGAG GATGAAGTQG TACTCCAGTG CATCGCCACC ATTCATAAGG 
AGCAGAGGAA GTTCTGCCTG GCAGCCGAGG GACTTGGGAA TCGCCTGTGC TTCTTGGAAC 
CCACTTCAGA AGCXrAAGTAC ATTCCTCCAG ATCTCTGCGT CTGCAATTTT GTGCTGGAAC 
AGTCCCTATC TGTCAGAGCC CTGCAGGAAA TGCTTGCCAA CACAGGTGAA AATGGOGGCG 
AAGGGGCAGC ACAAGGAGGT GGCCACAGGA CCCTGTTATA C3GGCCATGCA OTTCTCCTGA 
GGCACTCTTT CAGCXSGAATC TATCTAACAT GCTTGACTAC ATCAAGATCC CAGACAGAGA 
AACTTGCCTT TGATGTAGGT CTACGGGAAC ATGCCACAGG AGAAGGCTGT TGGTGGACTA 
TACATCXTTGC TTCCAAACAG AGGTCOGAAG GAGAGAAAGT TGGAAOrrGGC GATGACCTCA 
TCCTCGTCAG CGTGTCCTCT GAAAGATACC TTCATCTCTC AGTATCAAAT GGTAACATAC 
AAGOXSQATGC CTCCTTTATO CAAACACTCT GGAATOTACA TCCTAOGTGC TCAGGAAGTA 
GCATOGAAGA AGGATACCTA CTTCGTCGGC ATKCAGTAOG TCTTTTCCAT GGTCATGATC 
AATGTTTGAC GATACCATCT ACAGACCAGA ATGA1TCCX:A GCACAGGAGG ATATTCTAGG 
AAGCTQGGQG AGCTGGGACT CGAGCX3W3GT CTCTTTOGAG AGTGGAACCC CTTCGGATAA 
GCTGGAGTGG CAGTAACATC AGATGGGGCC AGGCTTTCXX3 ACTCCGGCAT CTCACCACAG 
GCCACTACCT GGCXTTTGACA GAAGACCAAG GCCTTAXACT GCAAGACX:GG GCAAAGTCAG 
ACAIC3CAAGTC CACAQCTTTC TCTTTCOGGG CATCAAAGGA ACTCAAGGAG AAATTAGACT 

ccagtcacaa gcgagacata gaaggcatgg gagttccaga aatcaagtat ggagattctg 
tctgctttgt gcagcatata gccagtggtc tgtgggtgac ctacaaagca cm^jspj:xsicca 
aaacttcccg cctgggacct ctaaaaagaa aggtcatact ccatcaggaa ggccacatgg 
atgatggatt aacactgcag agatgccaac gtgaggagtc cxaggctgct cggatcatcc 
ggaacactac agccttattc agccagtttg tcagtggaaa caatcgcaca gctgccccca 
tcaccctgcc tatagaagaa gtcctgcaga ccctacagga cttcatcgcc tacttccagc 
ccccagagga ggagatgcx3a catgaagaca agcagaacaa gctccgctca ctcaaaaaca 
gacaaaatct tttcaaggaa gagggaatgt tggcccttgt cttaaattgc attgaccgct 
taaatgtcta caatagcgta gcacacotig cagggatoxsc aagggaagag agtggcatgg 
octqgaaaga aattctgaac ctcctctaca aattgctggc tgcictcmt cgoggaaaca 
gaaacaattg ogctcaattc tccaataacc ttgattggct catcagtaaa ttggacagac 
tagaatcttc ctcaggtatc ttggaagttt tgcactqcat cttaactgaa agcxxagaag 
ccttaaatct gatagcggag ggccacatca agtcx3atcat otccxnxstig gataagcaog 
ggoggaatca caaggttctg gatatoctgt gctxxctctg tctctgcaat ggggttqcag 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660. 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
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TGAGAGCCAA OCAGAATCTG ATCTGTGACA ACTTGCTGCC CCGGAGAAAC CTACTCCTGC 1980 

AGAGACGACT GATTAAOSAT GTAACCAGTA TCCGGOCAAA CATCTTCCTG GGAiSTCGOGG 2040 

AGGGCTCAGC CCAGTACAAG AAGTGGTACT TCGAGCTGAT TATCGACCAG GTOGACCCCT 2100 

TCCTAACAGC AGAGCCCACA CATCTGCGGG TGGGCTQGGC CTCTTCTTCA GGCTATGCCC 2150 

CATACCCAGG AGGTCGAGAA GGATGGGGAG GCAATGGTGT TGGTGACX3AC CTCTACTCCT 2220 

ATGGCTTTGA TGGACTICAC CTTTGGTCAG GCCGGATACC CAGAGCTCTG GCTTCCATCA 2280 

AOCAGCACCT CCTGAGATCG GATGACGTCG GTAAGCTGCT GCCTGGACCT CGGGGGTCCC 2340 

CAGCATCTCA TTCCGCATCA ATGGGCAGCC CGTGCAGGGG ATGTTTGGAG AACTTCAACA 2400 

CAGACGGGCT CTTCTTCXXT GTGATGAGCT TTTCAGCAGG 1GTCAAAGTA CGTTTCdGA 2460 

TGQGTGGACX5 TCATGGAGAG TTTAAGTTCC TGCCTCCCTC TGGCTATGCC CCTTCCTATC 2520 

AAGCCTTACT TCCAAAAGAG AAGATGAGAT TGGAGCCTGT CAAAGAATAT AAACXJIGATC 2580 

CTGATGGCAT TAGAGATCTC TTGGGTACCA CCCAGTTCCT CICCCAAGCX: TCTTTCATCC 2640 

CATGCCCCX5T AGACACCAGT CAGGTTATTT TGCCACCTCA CCTAGAAAAG ATCCXSAGACA 2700 

GACTAGCTGA AAACATCCAT GAGCTTTGGG GAATGAATAA AATAGAACTT GGCTGGACTT 2760 

TCGGCAAGAT ACX3AGATGAC AATAAAAGAC AACACXXTTTG CCTTQTQGAG raTTCAAAGC 2820 

TCCCAGAAAC TGAGAAGAAC TATAACCTGC AAATGTCAAC TGAAACCTEA AAAACCCTCT 2880 

TGACCCTGGG TTGCXaCATT QCTCATGTTA ACXXiAGCTGC TGAGGAGGAT CTCAAGAAGG 2940 

TCAAACTGCC CAAAAACTAT ATGATGTCCA ACX3GCTATAA GCCAGCCCCT TTGGATriGT 3000 

CTGATGTCAA GCTGTTACX!T CXMCAAGAAA TTTTAGTGGA TAAGCTTGCA GAAAATGCAC 3060 

ACAATGTTTG GGCAAAAGAC AGAATAAAAC AAGGATQGAC CTATCGCATC CAACAGGATT 3120 

TGAAGAACAA AAGAAATCCC CGTCTGGTGC OVTATGCATT ACTGGATGAG CCTACCAAGA 3180 

AGTCAAACAG GGACAGCCTG CGGGAAGCTG TQOGCACTTT TGTTGGTTAC GQGIATAACA 3240 

TTGAGCCATC AGACCAAGAA CTAGCTGACT CX3GCTGTGGA GAAGG?rCAGC AJTAGACAAGA 3300 

TCCGATTTTT CCQGGTAGAG OGATCTTATC CAGIGAGATC TGGAAAGTGG TATTTTOAGT 3360 

TTGAAGTGGT GACTCGAGGA GACATGCXSAG TCQGCTGGGC GAGGCX:AGGC TGTCGAOCTG 3420 

ATGTCGAGCT GGGGGCCX3AT GACCAAGCCT TTOKmTCA AGGCAACAGG GQCCAGGGTT 3480 

GGCATCAAGG AAGTOGGTAT TTTGGGCGTA CCTGGCAQCC AOGGGATGTO GTCGGATGTA 3540 

TGATTAACCT GGATSATGCT TCAATGATCT TCACACTGAA IXSOGGAGCTG CTGATCACCA 3600 

ACAAAGGCTC OXSAACITGCC TTCGCTGACT ACX3AGATTGA GAATGGCTTC GTGCCCATCT 3660 

GCTGTCTGGG TCTATCTCAG ATCGGCCGCA TGAATCTOGG GACAGATGCC AGTACCTTCA 3720 

AGTTTTATAC CATGTGCGGT CTCCAAGAGG GCTTTGAGCX: TTTTGCTGTC AACATGAACA 3780 

GAGATGTTGC TATOTGGTTC AGCAAGCGCC TCCXrOAOGrTT TGTCAACGTG CCAAAGGATC 3840 

ATCXACACAT AGAGGTCATC AGGATTGATG GCACXATGGA CAGCCCTCCG TGTCTCAAGG 3900 

TGACGCATAA GACATTTOGC ACACAGAATA GCAATGCOSA CATGATCTAT TOCCGCTIGA 3960 
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GCATCCXriGT 


OC3AGTGCCAC 


TCCTDCTTCA 


TCCAGAAAAG 


GAAACAGATG 




CCATCCGCAT 


CTTTGGTCGA 


CAGGATCCAT 


ACTATCACTT 


GTACAGTGAA 


AAGTTTGACC 


TAGGGGATG2V 


AAGAGGCCGG 


GTCCATGAAA 


GGGGTGGAGA 


CATTCTAGCC 


AGTTCCCAGA 


TCGGCTGTCT 


CX5TOGATCTG 


GCCATGGGCA 


TGGGCACCTG 


CTACCAGGTG 


GAGCCTAATA 


CTACAAGTAC 


ITCTriGTTT 


CAGTTTGAAC 


CAGCQGCCAT 


ATTCAGGAGT 


GAAGAGGAGA 


ACGTCCAAAC 


CATCCAGCCC 


GTGCTCTGGA 


AGACCXSAGCG 


TGTQAGCGAG 


CGCCACGGCT 


TGATCGOGCT 


CTACATCCCX: 


GAGGAGAACA 


AGGAGGACCT 


GMX3CX3GTTC 


CATTACX^ACA 


TGGGAAACAS 


CTGOGaXSQOC 


TAiOQCCXTPGT 


ATGCCATTGA 


CAACAAGTAC 


CTCOCCGGCC 


TCAGCATCCA 


CCTGGCCAGC 


GCCAAGGAGA 


TCCCCATTAC 


CAGCACCACX: 


AGGAATATCT 


GACTGCCTGG 


GGTGGGCCTG 


AGAACATGTC 


GCTTTOITCT 


GACTGGTGAG 


GATCACCAAA 


TCAOGACX3AA 


GGCTCIX3AGT 


ATGCTGACAG 


G2VGACGCTST 


AGGQGGGTCT 


GTGGAGTTCC 


CCXrrGCTGGT 


CATQGGCGTG 


TTTGATGATG 


ATCCCTCTCT 


GTTTGGGGA6 


CATAGTGCGG 


TGACCCAGOT 


GGAGGAGAAG 


GCTOTGGAGG 








TCAGCTATCT 


CTGCGACTGT 


GAGCTGCAGC 


ACATPTATQT 


CTCCAAGCTG 


CAGGCAAATC 


OXTCAACAT 


GTCTGCGGCC 


CTCACTQCXrC 


AGGAGCAGAT 


CAACATGCTG 


CTTAACTTTC 


AGATTOGGGA 


GGAGCTGTAT 


GATTTCCATG 


TGGAAGAAGA 


GGAAGAOGAG 


GAGGAGGACA 


TTTACAAAAT 


CAAAOGCCCA 


CCCAAGCCAG 



GTCACAGCXX: 


CTCTCTOGAC 


AGTGAAGCTT 


TCTCTCATAC 


AACAACACAG 


TGCTACTACG 


CCTGTGTCTG 


GGTCGGATGG 


GTGACTCCAG 


T6AATAAAAA 


CTGCACAGTC 


ACICTCACCC 


GTGTCAAACG 


CAGCAACTGC 


TACATGGTCT 


GATCAAATCG 


GAGCAACGTG 


GACCTGGAGA 


TGTTGTCCTT 


CTCAGCCAAT 


GGAAAGGAAC 


CCAAAGTGTT 


TCCAGCAGTC 


TTCCTGCAGC 


TTGGAAAGCT 


GAAGAACGCA 


ATGCCCCIGT 


ACCCAGTCCC 


ACAGTGTCCA 


CCTCGGCTGG 


GCCGCATGCC 


CAACAGCTTC 


CTGAAGGTGG 


GGGTGGTGCA 


GTGOCTGGAG 


cxxx:tgcaga 


GGTGT3TGGA 


TATCCTGGAG 


CTCTGTGASC 


OGCTGAQGCT 


CTACAGCXXXS 


GTCTGOGCCX: 


GCAQCCAOGT 


GGACCTCTCC 


CAGCTCTTCT 


TCCTTCGATC 


TOGmCTAT 


GACCTGCTCA 


GGAAGCIGAT 


GATGAAGAAC 


GAGTACATCA 


Gccrcrrocc 


GGACGAGTCC 


AAGAGGCATG 


tcaagccx:gg 


GTTCAGGTTC 


TCCAOOCCTT 


AGCAGAGCCC 


CGAGATTCCC 


TTGGAGAGTC 


AGGCAGTGCA 


GTCCAGCX^GG 


GCCXaCATCC 


AGTTTGTGCC 


TCTGCTSAAA 
GCAGATOCTC 


CTCATTGGAA 


ATGATGTTOG 


CnCCTGATTG 


GGACAGAGGA 


GGGAQCAGAA 


AAGGAGGAAG 


CTCGGGAGAA 


GGCCGGCAAG 


GAGGCTCCTG 


AATCCGTCAA 


GCTCCAGATG 


TGTGAGCTCC 


ACCGAOTGGA 


GGCCATTOTG 


GCATTTQGTG 


AGAAGTTCCG 


CTACAAIGAG 


CTCATGCAGG 


GGAAGACCAA 


GGAGTTOGGC 


TCACCCCCAC 


AACTGGGAGA 


GAACTCCXXX: 


tcccx:agagg 


AGGACCTTCT 


CCTTCACTGT 


GGGGTTCCTT 


CCTCCTQGAC 


AGGAAAACTC 




AGAAQGAGCA 


GCCGACGGAG 


gaogaggaga 



4020 

4080 

4140 

4200 

4260 

4320 

4380 

4440 

4500 

4560 

4620 

4680 

4740 

4800 ' 

4860 

4920 " 

4980 

5040- 

5X00 

5160 

5220 

5280 

5340 

5400 

5460 

5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 
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Fig. 64. 

GkTGCaXAC AACATTGAAG GAACTCATCT CACAGACGAT GATCTQCTGG GCXCAQGAGG 6000 

ACX:AGATCCA GGATTCAGAG CTGGOCCQAA TGATGTTCAA CCTCCTCOGG AGGCAGTATG 6060 

ACAGCATTGG GGAGCTGCTG CAGGCGCTGC GGAAGACCTA CACXMCAGC CACACCTCTG 6120 

TAAGCGACAC CATCAACCTG CTGGCTGCCC TGGGCCAAAT CCGCTCCCTC CTCAGTCTCA 6180 

GGATGGGCAA GGAAGAGGAG TTGCTCATGA TCAATGGGCT GGGAGACATA ATGAACAACA 6240 

AGGTCTTTTA CCAGCATCCC AACCTCATGA GAGTCCTGGG CATCCACGAG ACGGTCA'TOG 6300 

AGGTGATGGT GAACGTGTTG GGTACAGAGA AATCTCAGAT TGCATTTCCA AAGATOGTTO 6360 

CTAGCTGCTG CCGTTTCCTT TGCTATTTCT GTCGAATTAG CCQGCAAAAT CAGAAGGCX3V 6420 

TGTTTGAGCA TCTGAGTTAT CTTCTGGAGA ATAGCAGTGT TGGCCTAGCC TCCCCXSTCGA 6480 

TGAGGQGATC CACCCCGCTG GATGTGGCAG CTTCCTCTGT GATGGACAAC AATGAGTIIAG 6540 

CGCTGAGCTT AGAGGAACCA GACCTCGAGA AGGTCGTGAC CTACTTGQCA GGCTGTGGCC 6600 

TACAGAGCTO CCCCATGCTT CTGGCCAAAG GATACCCTGA TGTCX3GCTGG AACCCCATTG 6660 

AAQGGGAACX5 CTACCTGTCC TTCCTGAQGT TTGCTGTCTT CGTGAACAGT GAGAGTCTCG 6720 

AAGAAAACGC CAGCGTTGTC GTCAAGCTGC TCATCAGACG CXXAGAGTGC TTCX3GCCCX3G 6780 

CXrCTGCQGGG TGAQGGGGGA AACGQACTCT TGGCAGCCAT GCAGGGTGCC ATTAAGATCT 6840 

CTGaGAACfCC AGCX3CTCGAC CTCCCCTCTC AAGGATACAA AAGAGAAGTC AGGACGGAGG. 6900 

ACGATSAAGA GGAAGAAGAA ATCGaXSCATA TQQGCAA1GC AATrnTOTCA TTTTATKX3G 6960 

CCCTTA'EAGA TCTACTOGGC CGCTQTOCTC CIGAAATGCA CCTCATOCAG ACAGGAAAOQ 7020 

GGGAAGCCAT CCGCATCAGG TCCATCCTGC GCTCCCTGGT COCCACAGAA GACCTGGTT6 7080 

GGATCATCAG CATCXXCTTG AAACTGCCCT OXTCAACAA AGATGGGTCG GTCAGTGAGC 7140 

CAGATATQGC GGGCAATTTC TGCCCTGACX: ACAAGGCACC OSATOOPGCTG TIICTTGGACC 7200 

GCGTTTATGG CATTAAGGAT CAAACTTTTC TGCTCCACTT GCTGGAGGTT GGATTTTTAC 7260 

CTGACCTAAG AGCTTCTGCC TCTCTAGATA CAGTTTCCCT AAGCACGACA GAGGCTGOGC 7320 

TTGCACTAAA TAGGTATATA TGTTCTGCTG TGCTCCCQCT CCTCACAAGA TGaXSCCCCTC 7380 

TCTTTGGCGG AACAGAACAC TGCACCTCTC TGATTGATTC CACACTGCAG ACAATATACA 7440 

GGCTATCCAA GGGACX3TTCC CTCACCAAAG CACAAAQGOA CACTATAGAA GAATGTTTGC 7500 

TTGCCATTTG CAATCACTTO AGGCCTTCCA TOTTACftGCA ACTCCTGCGA CGCXrrCGTTT 7560 

TTGATGTGCC GCAACTCAAT GAATACTGCA AAATGCCTCT CAAGCTTCTG ACGAATCACT 7620 

ATGAACAGTG TTGGAAGTAT TACTGCCTGC CTTCAQGATG GGGGAGCTAC GGGCTAGCTG 7680 

TGGAAGAAGA GCTGCACCTA ACX3GAGAAGC TTTTCTGGG6 GATTAOTCAC TOGCTCTOCX: 7740 

ATAAGAAATA TGACCCAGAT CTTTTCXX3AA TGGCCCTGCC TTGTCTCAGT GCTATAGCTC 7800 

GGGCXirrTGCC ACCAGATTAT TTAGATTCCA GAATCACAGC CAGGTTGGAG AAACAGATCT 7860 

CAGTGQATGC GGATGGCAAC TTTGACCCAA AAOCTATTAA CACXATGAAT TTTTCCTTGC 7920 

CTGAAAAATT GGAATACATC GTCACCAAGT ATQCTGAGCA TTCACATGAT AAATCGGCCT 7980 
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GTGACAAC3AG 


TCAQAGIGGA 


TGGAAATATC GGATTTCCCT GGATGAAAAT 


GTGAAGACCC 


8040 


ACCCACTGAT 


AAGGCCTTTC 


AAGACATTAA CGGAGAAGGA GAAGGAAATT 


TATCGCTGGC 


8100 


CTGCGCGhGA 


GTCCCTQAAA 


ACXIATGCTGG CTGTGGQCTG QACTOTGGAG 


AGGACCAAAG 


8160 


AGGGAGAAGC 


TrTGGTTCAA 


CAGCGGGAAA ATGAGAAGCT TCXSAAGTCTG 


TCC3CAGGCCA 


8220 


ACCAGGGCAA 


CAGCTACAGT 


CCTGCTCCCC TCGACCTCTC AAACGTTCTG 


CTCTCXAGAG 


8280 


AGCTCXJ\GGG 


AATGGIGGAG 


GTCGTGGCTG AGAACTATCA CAATATCTGG 


GCCAAGAAGA 


8340 


AGAAGCTGGA 


GCTGGAGAGC 


AAAGGTQGTO GCAGCCACCC TCTTCTGGTA 


CCATATGACA 


8400 


CCTTGACTGC 


CAAGGAAAAG 


TTCAAGGAOC GGGAGAAGGC ACAGGACCTG 


TTTAAGTTOC 


8460 


TCCAAGTGAA 


TGGCATCATA 


GTTTCCAGGG GTATGAAGGA TATGGAGCTG 


GATQOCTOCT 


8520 


CCATQGAGAA 


GAQGTTTGGC 


TATAAGTTCT TGAAGAAGAT CCTGAAATAC 


GTTQATTCTG 


8580 


CTCAAGAATT 


TATTGCCCAT 


TTAGAAGCCA TTGTCAGCAQ TGGGAAAACT 


GAAAAGTCTC 


8640 


CCCGTGACCA 


GGAGATCAAA 


TTCTTTGCCA AAGTTCTCCT CCOGCTGGTT 


GACCAGTACT 


8700 . 


TCAC!CAGTCA 


TTCsCCTCTAC 


TTCTTGTCAT COCCTCTGAA GOXCTTAGC 


AGCAGCGGAT 


8760. 


ATGCCTCCXA 


TAAGGAGAAA 


GAAATGGTGG CCGG<XTCTT CTGCAAACTT 


GCCGCTCTCG 


8820 , 


TTAGACACAG 


AATTTCCCTC 


TrroGTAGTG ATTCTACTAC AATGGTGAGC 


TGTCTTCACA 


8880 


TCTTAGCTCA 


GACACTTCAC 


ACAAGGACOXS TCATGAAGTC AGGCTCAGAG 


CTGGTGAAGG 


8940 


CTGQGTTACG 


AGCATTCTTT 


GAAAATGCTG CAGAAGATTT GGAGAAGACT 


TCAGAAAACC 


9000. 


TGAAACTTGG 


GAAGTTCAOC 


CATTOCOGAA CGCAGATTAA AGGCGTTTCT 


CAGAATATTA 


9060.. 


ACTACACTAC 


AQTCGCTCTG 


CIXXXXATCC TGACX3TCCAT CTTTGAGCAC 


GTCACTCAGC 


9120 


ATCAGTTTGG 


AATGGATCTA 


CTCTTGGGTG ATGTGCAGAT TTCATGCTAC 


CACATACTGT 


9180 


GCAGCCTCTA 


CTCCXTTGOG 


ACGGGAAAGA ACATTTATGT TGAAAGGCAA 


CGCXCTGOCC 


9240 


TTQGAGAATG 


TCTGGCX^TCG 


CTGGCAGCTG CCATACCAGT GGCATTOCTG 


GAGCXrCAOCC 


9300 


TTAATCGCTA 


CAATCcacrc 


TCX3G1!CTTCA ACACX:AAAAC CCXTCAGGGAG 


AGGTCTATTC 


9360 


TGGGGAITGCC 


AGACAC3GGTA 


GAAGACATGT GTCCTGACAT CXXXXAGCTO 


GAAOGCCTGA 


9420 


TGAAGGAAAT 


CAAGOACCro 


GCCQAGTCAG GGGCCCGGTA CACAGAGATG 


CCCCATGTCA 


9480 


TCGAGGTGAT 


CTTACCCAUG 


CTCTGCAACT ACTTGTOCTA CTGGTGQGAG 


CGGGGTCCTG 


9540 


AGAACCTGCC 


CCCCAGCACA 


GGGCCATQCT GCACCAAGGT CACTTCTGAA 


CAOCTCAGTC 


9600 


TCATCCTGGQ 


CAACATTCTO 


AAAATCATCA ACAACAACCT GGGCATOQAT 


GAGGCCTOCT 


9660 


G6ATGAAGCG 


CATTGCAGTG 


TATGCACAGC CCATCATCAG CAAAGCCAGG 


CCOGACCTGC 


9720 


TGAGAAOCCA 


CTTCATCCCA 


ACTCTGGAGA AGCTGAAGAA AAAGGCTGTC 


AAGACGGTGC 


9780 


AGGAGOAGGA 


GCAGTIGAAA 


GCCGATGGCA AAGGGGACAC CCAGGAGGCA 


GAACTCCTCA 


9640 


TCCTGGACGA 


GTTCGOQGTC 


CTCTGCAGAG ATXTTCTATGC CTTCTACCCX: 


ATGCTGATCC 


9900 


GCTACGTCGA 


CAACAACAGA 


TCTAACTGGC TGAAAAGTCC TGATX3CTGAT 


TCTGACCAGC 


9960 
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TCTTCCGCAT GGTGGCAGAA GTCTTCATTC TGTGGTGTAA ATCTCATAAC TTCAAGAGAG 10020 
AAGAGCAAAA TTTTGTGATT CAGAATGAAA TTAATAATTT GGCATTTTTA ACTOGAGACA 10080 
GCAAAAGCAA GATGTCAAAA TCTCGAGGAC AAGACCAGGA GCGGAAGAAG ACAAAGCQGC 10140 
GGGGAGACTT GTATTCCATC CAGACCTCCC TCATCGTGGC TGCACTCAAG AAAATCCTCC 10200 
CCATTGGTTT GAATATGT6T ACTCCAGGCG ACCAGGAGCT GATCTCCXTTC GCAAAATCGC 10260 
GATACAGCCA TAGGGACACA GATGAAGAGG TCAGAGAACA TCTGCGGAAC AACTTCCACT 10320 
TGCAGGAAAA GTCTGATGAC CCAGCTGTAA AATGGCAACT GAACCTCTAC AAGGATCTIC 10380 
TGAAGAGTGA AGAACXTTTTC AATCCGGAAA AGACAGTGGA GCGTGTCCAG AGAATTTCAG 10440 
CAGCTGTCTT CCACXTTOGAA CAGGTGGAAC AGCCTTTGAG GTCCAAGAAG GCCGTCTGGC 10500 
ACAAACTGTT ATCAAAGCAA CGGAAACGGG CAGTGGTGGC CTGTTTCAGG ATGGCXXCTC 10560 
TCTACAACCT GCCCAGQCAC CGCTCTATTA ACCTCTTCCT CCATGGCTAT CAGAGATTTT 10620 
GGATAQAAAC AGAGGAGTAT TCCTTTGAAG AGAAACTAGT ACAOGATTTG GCTAAATCTC 10680 
CAAAGGTGGA AGAGGAGGAG GAGGAAGAGA CAGAAAAACA ACCTGACCXA CTACATCAGA 10740 
TCATTCTCTA TTTTAGCCGC AACGCTCTCA CGGAGAGGAG CAAATTGGAA GAOSAOCCTT 10800 
TGTACACCTC CTATTCCAGC ATGATGGCCA AGAGTTGTCA AAGTGGTGftG 6A3XSAAGAAG 10860 
AAGATGAAQA CAAGGAAAAA ACATTTGAAG AGAAAGAGAT GGAGAAGC3A AAAACOCTCT 10920 
ATCAGCAAGC TCQGCTGCAT GAQCGTGGTG CTGCAGAGAT GGTCCTTGAG ATGA1AAGCX5 10980 
CTAGCAAAGG TGAGATGAGC OCCATGGTQG TTGAGACGCT GAAQCTQGGG ATCGCCATTC 11040 
TGAACQGAGG CAATGCTGGT GTGCAACAGA AAATGCTAGA TTACCTAAAG GAGAAAAAOG 11100 
ATGCTGGATT CTTTCAAAGC CTTCCTGGTC TTATGCAGTC TTGCAGCGTC CTTGATTTGA 11160 
ATGCATCTGA GAGGCAGAAT AAAGCTGAAG GCXTTOGOGAT GGTQACTGAA GAAOGAACAC 11220 
TCATTGTTCG GGAACGTGGT GAAAAAGTAC TCCAGAATGA OGAGTTCAOG CGTGATCTCT 11280 
TTAGATTCCT ACAGTTACTT TQTGAGGGAC ATftACAG?rGA CTTTCAGAAC TTCCTGCGGA 11340 
CTCAGATGGG CAACACXACC ACOGTCAATG TCATCATCAG CACTGTGGAC TACCTTCTCC 11400 
GTCTGCAGGA ATCAATCAGT GMTTCTACT GGlATrATTC AGGGAAGGAC A1CATTGATO 11460 
AATCTGGACA GCACAATTTT TOCAAAGCTC TGGCAGTCAC CAAGCAGATT TTCAATTCTC 11520 
TTACAGAATA CATOCAGGGC CCTTGCATTO GTAATCAACA GAGCCTOGCT CACAGCAGGC 11580 
TGTQGGACGC AGTQGTTGGC TTCCTCCATQ TCTTTGCTAA TATGCAGATG AAACTCTCTC 11640 
AGGATTCCAG TCAGATCGAG CTGCTGAAGG AACTCTTOGA TCTCCTTCAG GACATCGTCG 11700 
TGATGCTTCT GTCCCTCCTG GAAGGGAATG TQGTAAATOG CACCATTGGC AAGCAGATCG 11760 
TTGACACACT GGTAGAATCA TCTACCAAOX? TAGAAATGAT CTTGAAATTC TTTGACATCT 11820 
TCTTOAAACT TAAAGACTTA ACCAGCTCyiG ACACCTTCAA AGAATATGAC CCAGATGGTA 11880 
AAGGAATTAT CTCCAAAAAA GAATTCCAGA AGGCCATQGA AGGGCAAAAA CAGTACAOGC 11940 
AGTCAGAGAT -TCACTTTCTC CTCTCGTGTG CAGAAGCTGA TGAGAATGAC ATCTTTAATT 12000 
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ACGTTCATTT TGTAGACXXX5 TTCCATCAGC CAGCXIAAGGA CATAQQGTTT AAroTGGCTG 12060 

TCTTATTOAC AAATCTTTCT GAACACATGC CAAACGATTC COGCCTGAAG TOTCTGTTGG 12120 

ACCCAGCAGA AAGTGTGCTA AATTACTTCG GACCCTACCT AGGAOGCATC GAGATCATGG 12180 

GTGGGGCCAA GAAGATTGAG CXtTGTTTATT TTGAGATCAG TGAATCCAGJT CGCACTCAGT 12240 

GGGAGAAGCC CCAGGTOAAG GAATCTAAGC GACAGTTCAT TTTTQATCTr GTCAATGAAG 12300 

GTGGGGAGCA GGAAAAGATG GGGCTOTTTG TCAACTTCTG TGAGGACACC ATCTTTGAAA 12360 

TGCAGTTAGC ATCTCAGATC TCTGAATCCG ATTCAGCTGA CAGGCCAGAA GAGGAGGAAG 12420 

AAGATGAAGA TTCTTCTTAC GTGTTAGAAA TTGCX3GGTOA AGAGGAAGAA GACGGGTCTC 12480 

TTGAGCCGGC CTCTGCATTT GCTATGGCCT GTGCCTCTGT GAAGAGGAAT GTCACCGACT 12540 

TCCTGAAGAG AGCAACCCTG AAGAACCTCA GGAAGCAGTA CAGGAACGTG AAAAAGATGA 12600 

CTGOQAAGGA GCTGGTGAAG GTGCTCITCT CCTTTTICTG GATGCTCTTC GTGGGGCTAT 12660 

TOCAGTTGCr CTTCACCATC CTGGGAGGAA TCTTTCAGAT CCTCTGGAGC ACAGTGTTTG 12720 

GAGGGGGCCT GGTAGAAGGG GCAAAGAACA TCAGAGTGAC CAAGATCCTG GGTGACATGC 12780 

CTCACCCAAC CCAATTTGGT ATCCATGATS ACACTATGGA GGCTGAGAGG GCAGAGGTGA 12840 • 

TGGAGGCAGQ TATCACCACT GT^ACTASTAC ACTTCATAAA GGGGGAGAAG G6AGATACAG 12900 

ATATCATGTC AGAOriCTTT GGACTCXIACC CAAAGAAAGA GGGCAGCmA AAGCATGGGC 12960.^ 

CTGAAGTQGG TTTGGGTGAC CTCTCAGAAA OTATTGGCAA GGATGAACCX: CCTACATTAG 13020 . 

AGAQTACTGT ACAGAAGAAG AGGAAAGCOX: AGGCAGCAGA AATGAAAGCA GCAAATGAAG 13080/-^ 

CAGAAGGAAA AGTAGAATCC GAGAAGGCAG ACATCGAAGA TGGA6AGAAG GAAGACAAAG 13140 

ACAAAGAAGA GGAGCAAGCT GAGTACCTGT GGACAGAAGT GACAAAAAAG AAGAAGCGGC 13200 

GGTGTGGTCA GAAGGTTOAG AAGCXXX3AAG CTTTCACAGC CAATTTCTTT AAAGGGCTCG 13260 

AAATCTATCA GACCAAGTTA CTQCATTACC TGGCCAGGAA TTTCTACAAC CTGAGGTTCC 13320 

TTGCTCTGTT TGTAGOCTTC GCTATCAACT TCATCCTCCT aTTTTATAAG GTCACTGAAG 13380 

AACXHTTAGA AGAAGAGACA GAGGATGTT6 CAAACCTATG GAATTCXTTTT AATGACGAGG 13440 

AAGAGGAAGA AGQGAT3GTA TTCTTTGTCC TTCAGGAGAG CAOCGGGTAT ATGGCACCAA 13500 

COCTGCGTGC CCTGGCX^TC ATCCATACCA TCATCTCTCT AGTCTOTGTC GTGGGCTACT 13560 

ACTGCCTGAA GGTCCCTTTG GTCGTTTTCA AAAGQGAAAA AGAAATCGCX: AGGAAGCTGG 13620 

AGTTTGATGG CCTATATATC ACCXSAACAGC CATCTGAAGA TGACATCAAG GGGCAGTGQG 13680 

ACCCCTTGGT GATCAACACA CCATCTTTTC CTAATAACTA CTGGGACAAG TTTGTAAAGA 13740 

GAAAGGTCAT CAACAAGTAT GGAGATCTCT ACX3GAGCAGA ACGCATTGCT GAACTTCTGG 13800 

GTTTQGACAA AAAOXSCTCTT GACTTTAGCX: CACTAGAAGA GACCAAAGCA GAAGCGGCTT 13860 

CTCTQGTGTC ATGGCTAAGT TCCTTAGACA TGAAC?rACCA TATCTGGAAG CTTGGAGTTG 13920 

TTTTTACTGA CAACTCCTTT CTCTACCTTG CCTGGTATAC AACCATGTCA GTCCTQOGCC 13980 
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ACTACAATAA CTKOTCTTT GCTQCTCACC TATTQGACAT CGCAATGGGC TTCAAGACAC 14040 
TGAGGACCAT TCTGTCATCT GTAACTCACA ATGGCAAACA GTTOGTTCTG ACTGTCGGTC 14100 
TCCTGGCX3GT GGTGGTTTAT CTCTATACTG TGGTGGCTTT CAACTTCTTC CGCAAGTTCT 14160 
ACAACAAAAG CGAAGAOSAT GACGAGCCCG ATATCAAGTG CGACGACATG ATGACGTOTT 14220 
ACCTTTTCCA CATGTACGTG GGAGTGAGAG CAGGAGGTQG CATTGGTCAT GAAATTC3AAG 14280 
ACOCTGCTGG TOATCCTTAT GAAATGTATC GCATrGTCTT TGACATTACC TTTTTCTTCT 14340 
TCGTCATTGT CATCTTGCTG GCCATCATTC AAGCTCTTAT TATTGATCCT TTCGGAGAGC 14400 
TAAGAGACCA GCAGGAACAA GTACX3AGAAG ATATGGAGAC TAAATGTTTC ATCTGTQGGA 14460 
TTGGCAATGA CTACTTTGAC ACAACCCCTC ATGGTTTTGA AACACATACA TTAiCAAGAGC 14520 
AOIACTTAGC CAACTACTTG TTCTTTCTGA TGTATTTGAT TAATAAAGAT GAAACAGAGC 14580 
ACACX3GGTCA QGAATCTTAT GTCTQGAAGA TGTACCAAGA AAGGTGTTGG GATTTCTTCC 14640 
CAGCCX3GTGA CIOi^rTTCGT AAACAATATG AAGATCAGCT TQGATAAATC TGAATCAAAG 14700 
AAGCGCGACA ATTCTQGACA GTCAACTTCC CATGAAATAA AGTCXXXTTT TTACAGTTCr 14760 
GCAACATATC TGAAATCTGA CATTTTCTAA ATGCCTCCCT TAAAAAAAAA ACTGCTGAAA 14820 
ATCTGTGCTA TTTTGAAATT GATTTGGCTT TTTGTGCCTA ATGGACATAC ACTGTGGGAG 14880 
AGAACCTGTC AAAATGTCQA AGAAGGAAGG CGAAGAATCA AGTAATCTCT AGGCAAATGC 14940 
CTTCAAGTTT TCCAGTTCTG AGGTAACTAG TTCAGTTTGT TGGGATGGAA GCATGAAGGA 15000 
AAGGGCTAGA GAAGTATGAA ATCTCQftATG TGIAATACCT GAAAATTTAA ACACTTGAAT 15060 
GTCATCATGG TATCCAACTT GTGACTCATA GGGTCTGAAC TCCAAAAGAT AATAACTQCA 15120 
GTCTAATTTT TCCCATQGTA CTTGCTAGTG ACTGTATCCA GAAAAGCTTT AAGCAGITAA 15180 
AGAAACAGAA AAAAACCGAC ACTTTCTCGA CACTGAAATA TCGATTAAGT GCCTTAAAAC 15240 
CTCTTTAGAC ATAQCTATGC AA G T TT TTTA TGT TTGTGT .T CCAGAAGGAC AGTTCCATTC 15300 
ATTAGTTGTG ATCTTCC6TC TTACTTTATG AAACTGCACT TQAAGGTTAT TCATACAAGT 15360 
TTTTTTAGTA ACAGCTGTCA GTCAACTGCT GTTATTAGAA GAAAAGTACT GTACTGAAAA 15420 
TTCAAAAAAA AATCTCAACXi: TTATGCCAAA ATGGAGTAAT GCTTTATGGT CCCTTGTAAG 15480 
TAGTGGAGCT GCTCTGTTTA GGTGAATCTC CTCAAATACA GTGAAGTGCC CACTGCAATA 15540 
AAGTAATACG TGCCAATAAA AAAAAAAAAA AA 
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